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(57) Abstract: The inven- 
tion relates to muteins of 
bilin-binding protein with a 
binding ability to digoxigenin 
and the fusion proteins of 
said muteins, a method for 
preparing said muteins and 
fusion proteins thereof and to 
their utilization for detecting 
or binding digoxigenin-labeled 
biomolecules. The invention es- 
pecially relates to a polypeptide 
selected from the muteins of the 
bilin-binding protein, which is 
characterized in that (a) it can 
bind digoxigenin or digoxigenin 
conjugates; (b) it does not 
bind ouabain, testosterone and 
4-aminofluorescein (c) at least 
one of the sequence positions 
28, 31, 34, 35, 36, 37, 58, 60, 
69, 88, 90, 95, 97, 114, 116, 
125 and 127 of the bilin-binding 
protein has an aminoacid 
substitution. Due to their simple 
molecular structure, the inventive 
muteins provide advantages 
for production and utilization 
in comparison with antibodies 
against the digoxigenin group. 
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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung bezieht sich auf Muteine des Bilin-Bindungsprotreins mit Bindungsfahigkeit fur Digoxi- 
genin sowie Fusionsproteine solcher Muteine, Verfahren zur Herstellung derartiger Muteine und ihrer Fusionsproteine sowie deren 
Verwendung zum Nachweis oder zur Bindung von mit Digoxigenin markierten Biomolekiilen. Insbesondere betrifft die Erfindung ein 
Polypeptid, ausgewahlt aus Muteinen des Bilin-Bindungsproteins, welches dadurch gekennzeichnet ist, dass es (a) Digoxigenin oder 
Konjugate des Digoxigenins zu binden vermag, (b) Ouabain, Testosteron und 4-Aminofluorescein nicht bindet und (c) an mindestens 
einer der Sequenzpositionen (28, 31, 34, 35, 36, 37, 58, 60, 69, 88, 90, 95, 97, 114, 116, 125 und 127) des Bilin-Bindungsproteins 
eine Aminosauresubstitution aufweist. Auf grand ihres einfachen molekularen Aufbaus weisen der erfindungsgemassen Muteine bei 
Herstellung und Verwendung Vorteile im Vergleich zu Antikorpern gegen die Digoxigeningruppe auf. 
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Muteine des Bilin-Bindungsproteins 

Die vorliegende Erfindung betrifft Muteine des Bilin- 
Bindungsproteins mit Bindungsf ahigkeit fur Digoxigenin sowie 
5 Fusionsproteine solcher Muteine, Verfahren zur Herstellung 
derartiger Muteine und ihrer Fusionsproteine sowie deren 
Verwendung zum Nachweis oder zur Bindung von mit Digoxigenin 
markierten Biomolekulen. 

10 Die Digoxigeningruppe ist ein heute in der Molekularbiologie 

weit verbreitetes Instrument fur den nichtradio'aktiven Nachweis 
von Nukleinsauren, Proteinen und anderen Biomolekulen. Zu 
diesem Zweck wird das Biomolekiil mit einem reaktiven Derivat 
des Digoxigenins meist kovalent modifiziert, was den 

15 anschlieSenden Nachweis des Molekuls mit einem gegen die 

Digoxigeningruppe gerichteten Antikorper, bzw. einem Konjugat 
aus einem entsprechenden Ant ikorper fragment und einem 
Reporterenzym, gemaS in der Biochemie allgemein ublichen 
Methoden gestattet . 

20 

Dem Fachmann sind eine ganze Reihe von reaktiven Digoxigenin- 
derivaten bekannt , die teilweise auch kommerziell erhaltlich 
sind. Beispielsweise eignen sich Digoxigenin-3 -O- 
methylcarbonyl- e -aminocapronsaure-N-hydroxy-succinimidester 

25 (DIG-NHS) , Digoxigenin-3-O-succinyl-e-aminocapronsaure-N- 
hydroxysuccinimidester und 3 -Amino-3-desoxydigoxigenin- 
hemisuccinamid-succinimidylester zur kovalent en Kopplung mit 
Proteinen, insbesondere mit den Aminogruppen von exponierten 
Lysinseitenketten. Mit 3-Iodacetylamino-3 -desoxydigoxigenin 

30 lassen sich vor ailem Thiolgruppen in Proteinen oder anderen 
Biomolekulen selektiv mit der Digoxigeningruppe markieren. 
Synthetische Oligodesoxy-nukleotide konnen mit denselben 
reaktiven Digoxigeninderivaten gekoppelt werden, sofern sie im 
Verlauf der Synthese mit geeigneten freien Amino- oder 

35 Thiolgruppen versehen wurden. 

Zur direkten Markierung von Nukleinsauren eignen sich zudem 
cis-Platinkomplexe von Digoxigeninderivaten (DIG Chem-Link 
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Reagent) oder Carbodiimidgruppen enthaltende 
Digoxigeninderivate (offenbart in der europaischen 
Patentveroffentlichung EP 0 806 431 A2) . Alternativ ist es im 
Fall von Desoxyribonukleinsauren moglich, diese im Verlauf 
einer matrizenabhangigen enzymatischen Synthese unter 
Zuhilfenahme einer DNA- Polymerase und eines mit der 
Digoxigeningruppe gekoppelten Desoxynukleosidtriphosphats , z.B. 
Digoxigenin- 11 -dUTP, Digoxigenin- 11 -ddUTP oder Digoxigenin- 16- 
dATP, zu markieren. Analog eignet sich Digoxigenin- 11 -UTP zum 
Einbau in enzymatisch synthetisierte RNA. Daruber hinaus konnen 
Oligodesoxynukleotide direkt bei der automat isierten DNA- 
Synthese unter Einsatz geeigneter aktivierter Bausteine, z.B. 
sogenannter "Virtual Nucleotides", mit der Digoxigeningruppe 
markiert werden. Derartige mit der Digoxigeningruppe gekoppelte 
Nukleinsauren eignen sich als nichtradioaktive Gensonden zum 
Nachweis komplementarer Nukleot idsequenzen durch 
Hybridisierung, z.B. in Northern oder Southern Blots (offenbart 
in der europaischen Patentveroffentlichung EP 0 324 474 Al) . 

Mit der Digoxigeningruppe markierte Proteine oder Glycoproteine 
sind insbesondere von Nutzen, urn beispielsweise entsprechende 
Antigene bzw. dagegen gerichtete Antikorper in immunchemischen 
Testverf ahren wie ELISA (Enzyme -Linked Immunosorbent Assay) zu 
bestimmen. Der eigentliche Nachweis des mit der 
Digoxigeningruppe konjugierten Biomolekiils erfolgt 
normalerweise mit einem gegen Digoxigenin gerichteten 
Antikorper, in der Regel in der Form eines Konjugats aus dem 
Fab- Fragment dieses Antikorpers mit einem geeigneten Enzym, wie 
z.B. der Alkalischen Phosphatase oder der Meerrettich- 
Peroxidase, als Markierung. Die enzymatische Aktivitat dient 
anschlieSend zur Quantif izierung durch Katalyse einer 
chromogenen, fluorogenen oder chemolumineszenten Reaktion. 
Verschiedene Antikorper gegen die Digoxigeningruppe sind 
bekannt (Mudgett -Hunter et al . , J. Immunol. 129 (1982), 1165- 
1172; Jeffrey et al • , J. Mol . Biol. 248 (1995), 344-360). 

Die Verwendung von Antikorpern hat jedoch mehrere Nachteile. So 
ist die Herstellung von monoklonalen Antikorpern in Hybridom- 
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zellkulturen aufwendig, und die Proteolyse zum Fab-Fragment 
sowie die Produktion von Konjugaten mit Report erenzymen 
erfordert zusatzliche schwierige Verf ahrensschritte . Aber 
selbst die gentechnische Gewinnung von Antikorpern ist nicht 
5 einfach, was hauptsachlich darin begriindet ist, dalS sich 
Antikdrper wie auch deren antigenbindende Fragment e in 
strukturell komplizierter Weise aus zwei verschiedenen 
Polypeptidketten zusammensetzen. Bei der gentechnischen 
Manipulation von Antikorpern miissen deshalb zwei Gene 

10 gleichzeitig gehandhabt werden. AuSerdem ist die Ausbeute an 
korrekt gefalteten Antikorperf ragmenten bei deren 
gentechnischer Produktion haufig gering . Wie dem Fachmann 
bekannt ist, gilt dies umso mehr, wenn rekombinante 
Fusionsproteine aus Fab-Fragmenten von Antikorpern und Enzymen 

15 hergestellt werden sollen. 

Der Erfindung lag deshalb die Aufgabe zugrunde, alternative 
Polypeptid-Reagenzien zum Nachweis der Digoxigeningruppe zu 
entwickeln, welche sich auf einfache Weise produzieren lassen. 

20 

In einem evolutiven Forschungsansatz wurde nun 
iiberraschenderweise f estgestellt , dafi sich Muteine des 
strukturell aus einer einzigen Polypeptidkette aufgebauten 
Bilin-Bindungsproteins (Schmidt und Skerra, Eur. J. Biochem. 
25 219 (1994) , 855-863) eignen, urn die Digoxigeningruppe durch 
— Bindung mit hoher Affinitat nachzuweisen, wobei die Erkennung 

des Digoxigenins erstaunlich selektiv gegenuber anderen^ 

Steroiden erfolgt. 



30 Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein 
_ Polypeptid, ausgewahlt aus Muteinen des Bilin-Bindungsproteins, 
welches dadurch gekennzeichnet ist, daS es 
(a) Digoxigenin oder Konjugate des Digoxigenins zu binden 
vermag, 

35 (b) Ouabain, Testosteron und 4-Aminof luorescein nicht bindet 
und 

(c) an mindestens einer der Sequenzpositionen 28, 31, 34, 35, 
36, 37, 58, 60, 69, 88, 90, 95, 97, 114, 116, 125 und 127 des 
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Bilin-Bindungsproteins eine Aminosauresubstitution aufweist. 

Bevorzugt sind dabei Digoxigenin bindende Muteine, die an 
zumindest 4 bis 7 oder vorzugsweise zumindest 8 bis 12 der 
5 vorstehend definierten Sequenzpositionen eine 

Aminosauresubstitution aufweisen. Ein besonders bevorzugtes 
Mutein ist das Polypeptid, das die in SEQ ID NO. 15 
dargestellte Aminosauresequenz besitzt. 

10 AuSerhalb des Bereichs der Aminosaurepositionen 28, 31, 34, 35, 
36, 37, 58, 60, 69, 88, 90, 95, 97, 114, 116, 125 und 127 
konnen die Muteine der vorliegenden Erfindung der 
Aminosauresequenz des Bilin-Bindungsproteins aus Pieris 
brassicae entsprechen. Andererseits kann die Aminosauresequenz 

15 der erf indungsgemafien Polypeptide auch auSerhalb der genannten 
Positionen Unterschiede zum Bilin-Bindungsprotein aufweisen. 
Derartige Varianten der Sequenz des Bilin-Bindungsproteins 
umfassen naturlich vorkommende sowie kiinstlich erzeugte 
Varianten, und unter den Abweichungen werden Substitutionen, 

20 Insertionen, Deletionen von Aminosaureresten sowie N- und/oder 
C-terminale Additionen verstanden. 

Z. B. konnen die erf indungsgemaSen Muteine des Bilin- 
Bindungsproteins Aminosauresubstitutionen aufweisen, welche 

25 eine Oligomerisierung des Bilin-Bindungsproteins vermeiden, wie 
die Substitution Asn(l)->Asp, oder um eine proteolytische 
Spaltung innerhalb der Polypeptidkette zu unterdrucken, die bei 
der Produktion in E. coli auftreten kann, z.B. durch die 
Substitution Lys (87) ->Ser . Weiterhin konnen in die fur die 

30 Muteine des Bilin-Bindungsproteins kodierende Nukleinsaure die 
Mutationen Asn(21)->Gln und Lys (135) - >Met eingefiihrt werden, um 
beispielsweise die Klonierung eines Genabschnitts liber zwei 
neue BstXI-Restriktions-schnittstellen an diesen Positionen zu 
erleichtern. Ebenso betrifft die vorliegende Erfindung die 

3 5 gezielte Einfiihrung von Aminosauresubstitutionen innerhalb oder 
auSerhalb der genannten Positionen, um ganz allgemein bestimmte 
""Elgenschaf ten des erf indungsgemaSen Muteins zu verbessern, z.B. 
seine Faltungsstabilitat oder -effizienz oder seine 
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Widerstandsf ahigkeit gegeniiber Proteasen. 

Die Fahigkeit der erf indungsgemafien Polypeptide, Digoxigenin 
oder Konjugate des Digoxigenins zu binden, kann durch iibliche 
Verfahren, z.B. ELISA, Fluoreszenztitration, Titrations- 
kalorimetrie , Oberf lachen- Plasmonresonanzmessungen oder 
Blotting-Verf ahren, beispielsweise Western-Blotting, Southern- 
Blotting oder Northern-Blotting, bestimmt werden. Blotting- 
Methoden konnen verwendet werden, um Konjugate des Digoxigenins 
mit Proteinen oder Nukleinsauren auf eine Membran zu 
transf erieren una diese anschlieSend mit einem der 
erf indungsgemateen Muteine, einem Konjugat dieses Muteins oder 
einem Fusionsprotein dieses Muteins nachzuweisen. 

Eine quantitative Kenngrofce fur die Bindungsaf f initat liefern 
etablierte thermodynamische Parameter, wie etwa die 
Af f initatskonstante oder die Dissoziationskonstante fur den 
Komplex aus dem Mutein und dem gebundenen Liganden, z.B. 
Digoxigenin. Aber auch eine qualitative Bestimmung der 
Bindungsf ahigkeit ist mogiich, z.B. anhand der Intensitat eines 
Bindungssignals aufgrund einer chromogenen Reaktion bzw. eines 
Farbniederschlags , welcher mit Hilfe einer der genannten 
Blotting-Methoden erhalten wird. 

Bevorzugte erf indungsgemaSe Muteine sind in einem zweistufigen 
evolutiven ProzeS erhaltlich. Die Zuf all smut agenese des Bilin- 
Bindungsproteins an mindestens einer, bevorzugt an zumindest 4 
bis 7, und besonders bevorzugt an zumindest 8 bis 12 der 
Sequenzpositionen 28, 31, 34, 35, 36, 37, 58, 60, 69, 88, 90, 
95, 97, 114, 116, 125 und 127 und die nachfolgende einfache 
oder vorzugsweise wiederholte Selektion von Muteinen mit 
Affinitat zur Digoxigeningruppe aus dieser Bibliothek, wobei 
vorzugsweise freies Digoxigenin oder Digitoxigenin zur 
kompetitiven Anreicherung verwendet wird, liefert Muteine des 
Bilin-Bindungsproteins, die die Digoxigeningruppe erkennen, 
wobei _aber die Affinitat noch vergleichsweise niedrig ist. Die 
erneute Mutagenese eines solchen Muteins an zumindest einer, 
vorzugsweise zumindest 3 oder 4, oder an alien der 
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Aminosaurepositionen 28, 31, 34, 35, 36 und 37, nun gefolgt von 
einer einfachen oder vorzugsweise wiederholten Anreicherung 
durch Komplexbildung mit der Digoxigeningruppe und 
anschlieSender Dissoziation des gebildeten Komplexes im sauren 
oder basischen Milieu, fiihrt daraufhin zur Gewinnung von 
Muteinen mit wesentlich hoherer Affinitat zur 
Digoxigeningruppe. Bei dieser Anreicherung liegt die 
Digoxigeningruppe vorzugsweise als Digoxigenin/Biotin- 
Doppelkonjugat vor. 

Uberraschenderweise wurde nun gefunden, daS die 
Af f initatskonstante zwischen solchen erf indungsgemaSen 
Polypeptiden und Digoxigenin mindestens 10 7 M* 1 betragt . Anders 
ausgedruckt heiSt dies, daft die Dissoziationskonstante des 
Komplexes aus dem erf indungsgemaSen Polypeptid und Digoxigenin 
100 nM oder kleiner ist. Einzelne Exemplare zeigen sogar 
Dissoziationskonstanten von 35 nM oder kleiner, wie in den 
Beispielen ausgefuhrt ist. 

Neben dem Digoxigenin konnen von den erf indungsgemaSen Muteinen 
des Bilin-Bindungsproteins auch Derivate des Digoxigenins als 
Ligand gebunden werden, z.B. Digoxin, Digi toxin oder 
Digitoxigenin. Weiterhin konnen Konjugate dieser chemischen 
Verbindungen, d. h. mit Digoxigenin, Digoxin, Digitoxin oder 
Digitoxigenin kovalent oder uber einen Metallkomplex verkniipfte 
Nukleinsauren, Polypeptide, Kohlenhydrate, andere natiirliche 
oder synthetische Biomolekule, Makromolekule oder 
niedermolekulare Verbindungen, von den erf indungsgemaSen 
Muteinen des Bilin-Bindungsproteins gebunden werden. 
Vorzugsweise werden zur Herstellung solcher Konjugate die dem 
Fachmann bekannten reaktiven Derivate von Digoxigenin, Digoxin, 
Digitoxin oder Digitoxigenin eingesetzt, wie sie beispielsweise 
weiter oben angegeben sind. 

Bevorzugte erf indungsgemaSe Muteine, welche durch den 
beschriebenen zweistufigen ProzeS gewonnen wurden, zeigen im 
Vergleich zu Digoxigenin eine noch hohere Affinitat zu 
Digitoxin oder Digitoxigenin, deren Steroidsystem sich bloS 
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durch das Fehlen einer Hydroxygruppe von dem des Digoxigenins 
unterscheidet . Uberraschenderweise zeigen diese Muteine eine 
ausgepragte Spezifitat in Bezug auf die Digoxigenin- bzw. 
Digitoxigeningruppe, was sich darin ausdruckt, dafi andere 
5 Steroide oder Steroidgruppen wie Ouabain oder Testosteron mit 
sehr viel geringerer Affinitat, falls uberhaupt, gebunden 
werden. Auch Derivate des Fluoresceins, wie 4 -Aminof luorescein, 
werden of f ensichtlich nicht gebunden. Damit ist gemeint, dafi 
Ouabain, Testosteron oder 4 -Aminof luorescein jeweils eine 
10 Dissoziationskonstante von mindestens 10 /zM, bevorzugt 

mindestens 100 ptM, gegenuber den erf indungsgemaSen Muteinen des 
Bilin-Bindungsproteins auf weisen. 

In dieser Spezif itatseigenschaf t unterscheiden sich diese 
15 Muteine erheblich von anderen Muteinen des Bilin- 
Bindungsproteins sowie von gegen die Digoxigeningruppe 
gerichteten Antikorpern, wie z.B. dem Antikorper 26-10 (Chen et 
al., Protein Eng. 12 (1999), 349-356), welcher Ouabain mit 
betrachtlicher Affinitat bindet, was den erf indungsgemaSen 
20 Muteinen des Bilin-Bindungsproteins einen besonderen Vorteil 
verleiht. Es ist iiberraschend, daS gerade die zusatzlichen 
Aminosauresubstitutionen an den Positionen 28, 31, 34, 35, 36 
A und 37 zu den bevorzugten Muteinen des Bilin-Bindungsproteins 
fiihren. Bevorzugt sind daher solche Muteine, die mindestens 
2 5 eine, vorzugsweise mindestens 3 oder 4 oder alle der 

Aminosauresubstitutionen Glu (28) ~>Gln, Lys (31) ->Ala, Asn(34)- 
>Asp, Ser (35) ->His, Val (36) ->Ile und Glu (37) ->Thr tragen. 

Besonders bevorzugte erf indungsgemaSe Muteine tragen mindestens 
30 eine, mindestens 4 bis 7, oder vorzugsweise mindestens 8 bis 12 
der Am inosauresubstitutionen ausgewahlt aus Glu (28) ->Gln, 
Lys (31) ->Ala, Asn (34) ->Asp, Ser (35 ) - >His , Val (36) ->Ile f 
Glu(37) ->Thr, Asn (58) ->Arg, His (60) ->Ser, He (69) ->Ser , 
Leu(88) ->Tyr, Tyr (90) ->Ile, Lys (95) ->Gln, Asn (97) ->Gly , 
35 Tyr (114) ->Phe, Lys (116) ->Ser, Gin (125) ->Met und Phe (127) ->Leu 
im Vergleich zum Bilin-Bindungsprotein. Bei der gewahlten 
Schreibweise ist jeweils zunachst die Aminosaure in dem 
naturlichen Bilin-Bindungsprotein (SWISS-PROT Datenbank- 
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Zugriffscode P09464) zusammen mit der Sequenzposition fur das 
mature Polypeptid in Klammern angegeben, und die entsprechende 
Aminosaure in einem erf indungsgemaSen Mutein ist nach dem Pfeil 
genannt . Nochmals besonders bevorzugte Muteine gemaS dieser 
Erfindung tragen alle der genannten Aminosauresubstitutionen. 

Es ist uberraschend, daS die Position 93 des Bilin- 
Bindungsproteins in den erf indungsgemaSen Muteinen nicht 
verandert ist r obwohl auch diese Aminosaure von der Mutagenese 
zur Herstellung der Zuf allsbibliothek betroffen war. Bevorzugte 
Muteine des Bilin-Bindungsproteins tragen daher an dieser 
Position die Aminosaure Val . 

Fur bestimmte Nachweisverf ahren ist es giinstig, die Muteine des 
Bilin-Bindungsproteins der vorliegenden Erfindung in markierter 
Form zu verwenden. DemgemaS ist ein weiterer Gegenstand dieser 
Erfindung ein erf indungsgemaSes Polypeptid, welches dadurch 
gekennzeichnet ist, daS es zumindest eine Markierung tragt . 
Geeignete Markierungsgruppen sind dem Fachmann bekannt und 
umfassen Enzymmarkierung, radioaktive Markierung, Fluoreszenz- 
markierung, Chromophormarkierung, (Bio) -Lumineszenzmarkierung 
oder Markierung mit Haptenen, Biotin, Metallkomplexen, Metallen 
oder kolloidaiem Gold. Ganz allgemein ist die Markierung mit 
Substanzen bzw. Enzymen moglich, die in einer chemischen oder 
enzymatischen Reaktion einen bestimmbaren Stoff erzeugen. Dabei 
konnen alle fur Antikorper bekannten Markierungen auch an die 
erf indungsgemaSen Muteine gekoppelt werden. 

Eine fur die praktische Anwendung besonders vorteilhafte 
Moglichkeit besteht darin, die erf indungsgemaSen Muteine des 
Bilin-Bindungsproteins in der Form von Fusionsproteinen zu 
verwenden. Techniken zur Herstellung solcher Fusionsproteine 
mittels gentechnischer Methoden sind dem Fachmann bekannt. 
Geeignete Fusionspartner fur die erf indungsgemaSen Muteine 
waren Enzyme und andere Polypeptide, Proteine oder 
Proteindomanen. Derartige Fusionen waren geeignet, urn dem 
Mutein des Bilin-Bindungsproteins zusatzliche Eigenschaf ten zu 
vermitteln, wie z.B. enzymatische Aktivitat oder Affinitat zu 
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anderen Molekulen, wie Proteinen, Makromolekulen oder 
niedermolekularen Liganden. - - 

Beispielsweise sind Fusionen mit Enzymen, welche chromogene 
5 oder fluorogene Reaktionen katalysieren oder zur Freisetzung 
von cytotoxischen Agenzien dienen konnen, moglich. Wei t ere 
Eeispiele fur Fusionspartner ( die in der Praxis von Vorteil 
sein konnen, sind Bindungsdomanen wie die Albumin- 
Bindungsdomane oder die Immunglobulin-Bindungsdomane von 

10 Protein G oder Protein A, Ant ikorperf ragmente , 

Oligomerisierungsdomanen, Toxine oder andere Bindungsproteine 
und deren funktionelle Bestandteile sowie Af f initatspeptide , 
wie z.B. das Strep-Tag oder das Strep-Tag II (Schmidt et al . , 
J. Mol. Biol. 255 (1996), 753-766). Auch Proteine mit 

15 besonderen chromogenen oder fluorogenen Eigenschaf ten, wie z.B. 
das griin f luoreszierende Protein, eignen sich als 
Fusionspartner. Weiterhin kame das Hiillprotein III eines 
f ilamentosen Bakteriophagen, wie M13, fl oder fd, oder ein 
Fragment dieses Hullproteins als Fusionspartner in Frage . 

20 

Unter dem Begriff Fusionsproteine sollen hier ganz allgemein 
auch solche erf indungsgemafien Muteine des Bilin- 

Bindungsproteins verstanden werden, die mit einer Signalsequenz 
ausgestattet sind. Signalsequenzen am N-Terminus des 

25 erf indungsgemaSen Polypeptids konnen dazu dienen, dieses bei 
der Biosynthese in -ein- best immtes Zellkompartiment , z.B. das 
Periplasma von E. coli oder das Lumen des Endoplasmatischen 
Retikulums einer eukaryontischen Zelle, bzw. in das die Zelle 
umgebende Medium zu dirigieren. Dabei wird die Signalsequenz 

3 0 normalerweise von einer Signalpeptidase abgespalten. AulSerdem 
konnen andere Signal- bzw. Targeting- Sequenzen verwendet 
werden, die nicht unbedingt am N-Terminus des Polypeptids 
angebracht sein miissen, und die dessen Lokalisierung in 
speziellen Zellkompartimenten ermoglichen. Eine bevorzugte 

35 Signalsequenz zur Sekretion in das Periplasma von E. coli ist 
die OmpA-Signalsequenz . Weitere Signalsequenzen sowie 
Targeting- Sequenzen sind im Stand der Technik in groSer Zahl 
bekannt . 



WO 00/75308 PCT/DE00/01873 



10 

Ein Vorteil der erf indungsgemaSen Muteine des Bilin- 
Bindungsproteins besteht darin, daS sich sowohl deren N- 
Terminus als auch deren C-Terminus zur Herstellung von 
Fusionsproteinen eignet. Im Gegensatz zu Antikorpern, bei denen 
5 sich der N-Terminus sowohl der leichten als auch der schweren 
Immunglobulinkette in raumlicher Nahe zur Antigenbindungsstelle 
befinden, konnen bei den erf indungsgemaSen Polypeptiden beide 
Enden der Polypeptidkette zur Herstellung von Fusionsproteinen 
verwendet werden, ohne daS die Bindung des Liganden 
10 beeintrachtigt wird. 

Ein Gegenstand der Erfindung sind deshalb auch Fusionsproteine 
von Muteinen des Bilin-Bindungsproteins , wobei ein Enzym, ein 
anderes Protein oder eine Proteindomane, eine Signalsequenz 
15 und/oder ein Aff initatspeptid an den Aminoterminus des 

Polypeptids in operabler Weise fusioniert ist. Ein nochmals 
weiterer Gegenstand der Erfindung sind Fusionsproteine von 
Muteinen des Bilin-Bindungsproteins oder von Fusionsproteinen 
mit dem Aminoterminus von Muteinen des Bilin-Bindungsproteins, 

2 0 wobei ein Enzym, ein anderes Protein oder eine Proteindomane , 

eine Target ing-Sequenz und/oder ein Aff initatspeptid an den 
Carboxyterminus des Polypeptids in operabler Weise fusioniert 
ist . 

25 Ein bevorzugtes ■ Enzym zur Konstruktion der erf indungsgemaSen 
Fusionsproteine ist die bakterielie Alkalische Phosphatase 
(Sowadski et al . , J. Mol . Biol. 186 (1985) 417-433). Diese kann 
einerseits am N-Terminus eines Muteins des Bilin- 
Bindungsproteins oder am C-Terminus eines Muteins des Bilin- 

3 0 Bindungsproteins angebracht sein. Zusatzlich kann ein solches 

Fusionsprotein eine Signalsequenz tragen, wie z.B. OmpA oder 
PhoA, die dessen Sekretion in das Periplasma von E. coli 
bewirkt, wo sich die Disulf idbindungen in der Polypeptidkette 
effizient ausbilden konnen. Weiterhin kann es mit einem 
35 Aff initatspeptid ausgestattet sein, wie z.B. dem Strep-Tag II, 
welches dessen .einf ache Reinigung erlaubt. Spezifische 
erf indungsgemaSe Fusionsproteine sind in den Beispielen 
beschrieben. Ein Vorteil eines derartigen Fusionsproteins 
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besteht darin, daS es direkt eine chromogene, fluorogene oder 
chemolumineszente Nachweisreaktion katalysieren kann, was 
seinen Einsatz zur Detektion der Digoxigeningruppe vereinfacht. 

Ein weiterer Vorteil der Verwendung der Alkalischen Phosphatase 
zur Konstruktion erf indungsgemaSer Fusionsproteine besteht 
darin, date dieses Enzym zu einem stabilen Homodimer assoziiert 
und demzufolge dem Mutein des Bilin-Bindungsproteins als 
Bestandteil des Fusionsproteins die Eigenschaft der Bivalenz 
verleiht. Auf diese Weise kann bei der Bindung der 
Digoxigeningruppe ein Aviditatsef f ekt resultieren, der die 
Nachweisempf indlichkeit steigert. Ein solcher Aviditatsef f ekt 
ist insbesondere zu erwarten, wenn das mit Digoxigenin 
markierte Molekiil an einer festen Phase adsorbiert ist, in 
oligomerer bzw. membrangebundener Form vorliegt oder mit 
mehreren Digoxigeningruppen konjugiert ist. Andere homodimere 
Enzyme eignen sich analog zur Herstellung bivalenter 
Fusionsproteine mit den erf indungsgemaSen Muteinen des Bilin- 
Bindungsproteins . 

Abgesehen von der bakteriellen Alkalische Phosphatase konnen 
auch Phosphatasen aus eukaryontischen Organismen, wie z.B. die 
kalbsintestinale Phosphatase (CIP) , zur Herstellung 
erf indungsgemaSer Fusionsproteine verwendet werden. Diese 
zeichnen sich oftmals durch hohere enzymatische Aktivitat aus 
-(-Murphy -und Kantrowitz; Mol . Microbiol. 12 (1994), 351-357), 
was eine groSere Nachweisempf indlichkeit bewirken kann. Auch 
Mutanten der bakteriellen Alkalischen Phosphatase mit 
verbesserter katalytischer"Aktivitat (Mandecki et al . , Protein 
Eng. 4 (1991), 801-804) lassen sich zur Konstruktion 
erf indungsgemaSer Fusionsproteine verwenden. Weiterhin eignen 
sich andere dem Fachmann bekannte Enzyme, welche chromogene, 
fluorogene oder chemolumineszente Reaktionen katalysieren, wie 
z.B. die /3-Galactosidase oder die Meerrettich-Peroxidase , zur 
Herstellung erf indungsgemaSer Fusionsproteine. All diese Enzyme 
konnen dariiber hinaus ebenso zur Markierung von Muteinen des 
Bilin-Bindungsproteins eingesetzt werden, indem sie z.B. unter 
Verwendung ublicher Kopplungsreagenzien mit dem separat 
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gewonnenen Mutein oder einem Fusionsprotein des Muteins 
konjugiert werden. 

Unter einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung 
eine Nukleinsaure , die eine fur ein Mutein oder ein 
Fusionsprotein eines Muteins des Bilin-Bindungsproteins 
kodierende Sequenz umf afit . Diese Nukleinsaure kann Bestandteil 
eines Vektors sein, auf dem eine operativ funktionelle Umgebung 
zur Expression der Nukleinsaure gegeben ist. Geeignete Vektoren 
sind in groSer Zahl aus dem Stand der Technik bekannt und 
werden hierin nicht ausfuhrlich beschrieben. Unter einer 
operativ f unktionellen Umgebung werden solche Elemente 
verstanden, die die Transkription und/oder nachfolgende 
Prozessierung einer mRNA ermoglichen, begunstigen, erleichtern 
und/oder erhdhen. Beispiele fur derartige Elemente sind etwa 
Promotoren, Enhancer, Transkriptionsinit iationsstellen und - 
terminationsstellen, Translationsinitiat ions s tell en, 
Polyadenylierungssignale etc. In einer bevorzugten 
Ausf iihrungsf orm umfassen solche erf indungsgemaSen Nukleinsauren 
eine Nukleinsauresequenz , die die in SEQ ID NO. 15 dargestellte 
Polypeptidsequenz codiert . Aufgrund der Degeneriertheit des 
genet ischen Codes ist es fur den Fachmann klar, daS dabei die 
in SEQ ID NO. 15 angegebene Nukleotidsequenz nur eine einzige 
aus der Gruppe der das Polypeptid gemaS SEQ ID NO. 15 
codierenden Nukleotidsequenzen darstellt. 

Die erf indungsgemaSe Nukleinsaure oder ihre Umgebung kann dabei 
dergestalt sein, dafi die Biosynthese des Polypeptids im Cytosol 
erfolgt, wobei der Polypeptidsequenz ggf . ein Start-Methionin 
vorangestellt wird. In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm wird 
dagegen eine N-terminale Signalsequenz verwendet, insbesondere 
die OmpA- ode:r~die PhoA- Signalsequenz, um das erf indungsgemaSe 
Polypeptid in das Periplasma von E. coli zu dirigieren, wo die 
Signalsequenz von der Signalpeptidase abgespalten wird und sich 
die Polypeptidkette unter oxidativer Ausbildung der 
Disulf idbindungen falten kann. Eukaryontische Signalsequenzen 
konnen Verwendung finden, um das erf indungsgemaSe Polypeptid in 
einem eukaryont ischen Wirtsorganismus zu sekretieren. 



WO 00/75308 



PCT/DEOO/01873 



13 

Grundsatzlich kommen zur Expression der erf indungsgemaSen 
Nukleinsaure sowohl prokaryont ische, bevorzugt E. coli , als 
auch eukaryontische Zellen wie z.B. Hefen in Betracht. 

Unter einem nochmals weiteren Aspekt betrifft die vorliegende 
Erfindung ein Verfahren zur Herstellung eines erf indungsgemaSen 
Muteins oder Fusionsproteins eines Muteins des Bilin- 
Bindungsproteins , welches dadurch gekennzeichnet ist, daft die 
fur das Mutein oder das Fusionsprotein eines Muteins des Bilin- 
Bindungsproteins kodierende Nukleinsaure in einer bakteriellen 
oder eukaryontischen Wirtszelle zur Expression .gebracht wird 
und das Polypeptid aus der Zelle oder dem Kulturiiberstand 
gewonnen wird. In der Regel wird dazu zunachst eine geeignete 
Wirtszelle mit einem Vektor, der eine fur ein erf indungsgemaSes 
Polypeptid kodierende Nukleinsaure umfaSt, transf ormiert . Die 
Wirtszelle wird dann unter Bedingungen kultiviert, bei denen 
eine Biosynthese des Polypeptids erfolgt, und das 
erf indungsgemaSe Polypeptid wird gewonnen. 

Beziiglich des Herstellungsverf ahrens ist zu beachten, daS die 
erf indungsgemaSen Muteine des Bilin-Bindungsproteins zwei 
strukturelle Disulf idbindungen aufweisen, und daS in 
entsprechenden Fusionsproteinen ggf . zusatzliche 
Disulf idbindungen vorliegen. Die mit der Proteinf altung 
einhergehende Ausbildung dieser Disulf idbindungen ist in der 
Regel gewahrleistet , wenn das erf indungsgemaSe Polypeptid mit 
Hilfe einer geeigneten Signalsequenz in ein Zellkompart iment 
"mTt~oxidierendem~Thiol7Disurf id-Redoxmilieu dirigiert wird, 

beispielsweise das bakterielle Periplasma oder das Lumen des 
" Endoplasmatischen Retikulums einer eukaryontischen Zelle. Das 
erf indungsgemaSe Polypeptid laSt sich dabei durch 
Zellf raktionierung freisetzen oder aus dem Kulturiiberstand 
gewinnen. Ggf. laSt sich die Faltungsef f izienz durch 
Uberproduktion von Protein-Disulf idisomerasen, wie z.B. dem 
DsbC-Protein von E. coli, oder von Faltungs-Hilf sproteinen 
steigern. 



Andererseits ist es moglich, ein erf indungsgemaSe s Polypeptid 
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im Cytosol einer Wirtszelle, bevorzugt E. coli, zu produzieren. 
Es kann dann z.B. in Form von EinschluSkorpern gewonnen und 
anschlieSend in vitro renaturiert werden. Je nach 
Verwendungszweck kann das Protein mittels verschiedener dem 
Fachmann bekannter Methoden gereinigt werden. Zur Reinigung der 
erfindungsgemaSen Muteine des Bilin-Bindungsproteins eignet 
sich z.B. die Af f initatschromatographie mit einem 
Saulenmaterial, welches Digoxigeningruppen tragt. Zur Reinigung 
von Fusionsproteinen der Muteine des Bilin-Bindungsproteins 
konnen die aus dem Stand der Technik bekannten 
Affinitatseigenschaften des Fusionsproteins ausgenutzt werden, 
z.B. die des Strep-Tags oder des Strep-Tags II (Schmidt und 
Skerra, J. Chromatogr. A 676 (1994), 337-345; Voss und Skerra, 
Protein Eng. 10 (1997), 975-982), die der Albumin- 
Bindungsdomane (Nygren et al . , J. Mol . Recogn. 1 (1988), 69-74) 
oder die der Alkalischen Phosphatase (McCafferty et al . , 
Protein Eng. 4 (1991) 955-961) . Bei den Verfahren zur 
Herstellung der erf indungsgemafien Polypeptide ist die Tatsache, 
dafi die Muteine des Bilin-Bindungsproteins nur aus einer 
einzelnen Polypeptidkette bestehen, von Vorteil, da weder dafur 
zu sorgen ist, daS mehrere verschiedene Polypeptidketten 
gleichzeitig innerhalb einer Zelle synthetisiert werden miissen, 
noch, da£ unterschiedliche Polypeptidketten in f unktioneller 
Weise tniteinander assoziieren. 

Die praktischen Anwendungsmoglichkeiten fur die 
erf indungsgemafien Muteine des Bilin-Bindungsproteins 
entsprechen im wesentlichen denjenigen herkommlicher Antikorper 
oder Antikorperfragmente mit Bindungsaf f initat zu Digoxigenin. 
Demnach betrifft die Erfindung auch die Verwendung eines 
erf indungsgemafien Muteins oder eines Fusionsproteins eines 
Muteins des Bilin-Bindungsproteins in einem Verfahren zum 
Nachweis, zur Bestimmung, zur Immobilisierung oder zur 
Abtrennung von Digoxigenin oder von Konjugaten des Digoxigenins 
mit Proteinen, Nukleinsauren, Kohlenhydraten, anderen 
biologischen oder synthetischen Makromolekulen oder 
niedermolekularen chemischen Verbindungen . 
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Die Verwendung der erf indungsgemaSen Muteine des Bilin- 
3indungsproteins oder ihrer Fusionsproteine in 
Nachweisverf ahren kann im wesentlichen analog zu den 
entsprechenden Nachweisverf ahren erfolgen, die fur Antikorper 
gegen Digoxigenin, sowie deren Fragmente und/oder Konjugate, 
bekannt sind. Unter einem weiteren Aspekt betrifft die 
vorliegende Erfindung deshalb ein Verfahren zum Nachweis der 
Digoxigeningruppe, wobei ein Mutein des Bilin-Bindungsproteins 
oder ein Fusionsprotein eines Muteins des Bilin- 
Bindungsproteins mit Digoxigenin oder mit Konjugaten des 
Digoxigenins unter geeigneten Bedingungen, um eine Bindung des 
Muteins an die Digoxigeningruppe zu bewirken, in Kontakt 
gebracht und das Mutein oder das Fusionsprotein des Muteins 
bestirnmt wird. 

Zu diesem Zweck kann das Mutein direkt, z.B. durch kovalente 
Kopplung, markiert sein. Aber auch indirekte Markierungen, z.B. 
mittels markierter Antikorper gegen das Bilin-Bindungsprotein 
oder dessen Muteine oder gegen Domanen von Fusionsproteinen 
dieser Muteine, konnen eingesetzt werden. Besonders vorteilhaft 
ist die Verwendung erf indungsgemaSer Fusionsproteine mit einem 
Enzym, z.B. der Alkalischen Phosphatase, anstelle eines 
markierten Muteins des Bilin-Bindungsproteins. In diesem Fall 
laSt sich das Bestimmungsverf ahren mit einer besonders geringen 
Zahl von Verf ahrensschritten gestalten, wobei z.B. die 
Fahigkeit zur Katalyse einer chromogenen, fluorogenen oder 
lumineszenten Nachweisreaktion durch das Enzym als Bestandteil 
"lies' Fusionsproteins" unmittelbar ausgenutzt werden kann. Die 
leichte Verf ugbarkeit sol.cher Fusionsproteine stellt hierbei 
"einen besondereri Vorterl im Vergleich zu entsprechenden 
Fusionsproteinen herkommlicher Antikorper dar. Die Ausnutzung 
des oben beschriebenen Aviditatsef f ekts im Fall eines 
oligomeren Fusionsproteins stellt einen weiteren Vorteil bei 
einem solchen Verfahren dar. 

Ein Bestimmungsverf ahren fur die Digoxigeningruppe kann z.B. 
qualitativ zum Nachweis von mit der Digoxigeningruppe 
konjugierten Nukleinsauren in Southern- bzw. Northern-Blots 
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oder von mit der Digoxigeningruppe konjugierten Proteinen in 
Western-Blots durchgefuhrt werden. Ein Best immungsverf ahren 
kann auch quantitativ zum Nachweis von mit der 
Digoxigeningruppe konjugierten Proteinen im EL ISA durchgefuhrt 
werden. Zudem eignet sich ein erf indungsgemaSes 
Bestimmungsverfahren zum indirekten Nachweis von nicht mit 
Digoxigenin konjugierten Proteinen oder anderen Molekulen unter 
Verwendung eines gegen das Protein oder Molekul gerichteten 
Bindungsproteins, z.B. eines Antikorpers bzw. seines Fragments, 
welches mit der Digoxigeningruppe konjugiert ist. Auch der 
indirekte Nachweis von nicht mit Digoxigenin konjugierten 
Nukleinsauren unter Verwendung eines mit dieser Nukleinsaure 
hybridisierenden Gensonde, welche mit der Digoxigeningruppe 
konjugiert ist, ist moglich. Eine Anwendung in der 
medizinischen Diagnostik oder Therapie ergibt sich zudem bei 
der Bestimmung von Digoxigenin, Digoxin, Digitoxin oder 
Digitoxigenin, ohne daS diese Liganden mit einem anderen 
Molekul konjugiert sein miissen. 

Die erf indungsgemaSen Muteine oder deren Fusionsproteine konnen 
auch zur Immobilisierung eines mit der Digoxigeningruppe 
konjugierten Molekuls verwendet werden. Diese Immobilisierung 
erfolgt vorzugsweise an mit den Muteinen oder ihren 
Fusionsproteinen beschichteten Festphasen, wie etwa 
5 Mikrotiterplatten, Immunosticks , Mikrobeads aus organischen, 
anorganischen oder paramagnetischen Materialien oder 
Sensoroberf lachen . 

Dement sprechend konnen die erf indungsgemaSen Muteine oder deren 
0 Fusionsproteine ebenfalls zur Abtrennung von Digoxigenin, 
Digoxin, Digitoxin oder Digitoxigenin oder eines mit einer 
dieser Verbindungen konjugierten Molekuls verwendet werden. In 
diesem Fall kommen neben den genannten Festphasen auch 
Saulenmaterialen zur Beschichtung mit den Muteinen oder ihren 
5 Fusionsproteinen in Betracht . Vorzugsweise kann diese 

Beschichtung durch Kopplung mittels chemisch reaktiver Gruppen 
auf geeigneten Saulenmaterialien erfolgen. Derartig 
beschichtete Saulenmaterialen konnen zur Abtrennung von mit 
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Digoxigeningruppen konjugierten Substanzen sowie ggf . von 
Komplexen aus solchen Substanzen mit anderen Molekiilen aus 
einer Losung verwendet werden. 

Beispielsweise konnen so Antigene aus einer Losung abgetrennt 
werden, indem die Losung mit Antikorpern versetzt wird, welche 
gegen die Antigene gerichtet und mit der Digoxigeningruppe 
konjugiert sind, und die erhaltene Losung mit dem genannten 
Saulenmaterial unter Bedingungen in Kontakt gebracht wird, 
unter denen eine Komplexbildung zwischen den Digoxigeningruppen 
und einem erf indungsgemafcen- Mutein des Bilin-Bindungsproteins 
oder seinem Fusionsprotein erfolgt. Ggf. ist im AnschluS an 
eine solche Abtrennung auch eine Elution der mit Digoxigenin 
konjugierten Substanz moglich. Diese Elution kann durch 
Kompetition mit Digoxin, Digoxigenin, Digitoxin oder 
Digitoxigenin erfolgen sowie z.B. durch Absenkung oder Erhdhung 
des pH-Werts der Losung. Bei einer kompetitiven Elution kann 
dabei die hdhere Bindungsaf f initat der erf indungsgemaEen 
Muteine zu Digitoxigenin oder Digitoxin im Vergleich zur 
Digoxigeningruppe in vorteilhaf ter Weise ausgenutzt werden. Auf 
diese Weise lafit sich eine mit Digoxigenin konjugierte Substanz 
isolieren oder reinigen. 

Die Erfindung wird weiter veranschaulicht durch die 
nachstehenden Beispiele und die beigefugten Zeichnungen, in 
denen : 

Figur 1 jeweils eine Fluoreszenztitrat ion des mit dem Strep- tag 

II f usion-ierten Muteins DigA16 mit den Liganden 

Digoxigenin, Digitoxigenin und Ouabain wiedergibt; 

Figur 2 die Expressionsvektoren pBBP27 (A) und pBBP29 (B) zur 

Herstellung von Fusionsproteinen des Muteins DigA16 mit 
der Alkalischen Phosphatase schematisch darstellt; 

Figur 3 den quantitativen Nachweis von mit Digoxigeningruppen 
konjugierten Biomolekulen durch Fusionsproteine des 
Muteins DigA16 mit der Alkalischen Phosphatase in einem 
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ELISA demonstriert ; 

Figur 4 den qualitativen Nachweis von mit Digoxigeningruppen 
konjugierten Biomolekulen durch Fusionsproteine des 
Muteins DigA16 mit der Alkalischen Phosphatase auf 
einem Western-Blot zeigt . 

Figur 1 zeigt die graphische Darstellung von Ergebnissen aus 
Beispiel 3, bei der eine 1 fiM Losung des Muteins DigA16 mit 
unterschiedlichen Konzentrationen der Steroide Digoxigenin 
(Quadrate), Digitoxigenin (Kreise) und Ouabain ' (Rauten) 
versetzt wurde . Die jeweiligen Proteinf luoreszenzintensitaten 
wurden bei einer Anregungswellenlange von 295 nm und einer 
Emissionswellenlange von 345 nm gemessen und gegen die aktuelle 
Gesamtkonzentration des Steroids im jeweiligen Ansatz 
aufgetragen. Die Datenpunkte wurden schlieSlich mittels nicht 
linearer Regression durch eine Ausgleichskurve angepaSt. 

Figur 2 zeigt eine Zeichnung der Expressionsvektoren pBBP27 (A) 
und pBBP29 (B) . pBBP27 kodiert fur ein Fusionsprotein aus der 
bakteriellen Alkalischen Phosphatase mit ihrer eigenen 
Signalsequenz, einem Peptid-Linker mit der Sequenz Pro-Pro-Ser- 
Ala, dem Mutein DigA16 sowie dem Strep-tag II-Af f initats- 
anhangsel . Das entsprechende Strukturgen wird von dem dsbC- 
Strukturgen (einschlieSlich dessen ribosomaler Bindungsstelle) 
aus E. coli (Zapun et al . , Biochemistry 34 (1995), 5075-5089) 
als zweitem Cistron gefolgt. Das dadurch gebildete kunstliche 
Operon steht unter gemeinsamer Transkriptionskontrolle des 
Tetracyclin-Promotor/Operators (tet p/ °) und endet am 
Lipoprotein-Transkriptionsterminator (t lpp ) . Weitere Elemente 
des Vektors sind der Replikationsursprung (ori) , die 
intergenische Region des filamentosen Bakteriophagen fl (fl- 
IG) , das fur die ^-Lactamase kodierende Ampicillin-Resistenzgen 
(bla) und das Tetracyclin-Repressorgen (tetR) . pBBP29 kodiert 
fur ein Fusionsprotein aus der OmpA- Signalsequenz , dem Mutein 
DigA16, dem Strep- tag II -Af f initatsanhangsel , einem Peptid- 
Verbindungsstuck bestehend aus funf Glycinresten und der 
bakteriellen Alkalischen Phosphatase ohne ihre N-terminale 
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Aminosaure Arginin. Die Vektorelemente auSerhalb dieses 
Bereiches sind-mit dem Vektor pBBP27 identisch. 

Figur 3 zeigt eine graphische Darstellung der Daten aus 
Beispiel 4, in dem der quantitative Nachweis von 
Digoxigeningruppen mit Hilfe der Fusionsproteine des Muteins 
DigA16 als Genprodukt der Vektoren pBBP27 (geschlossene 
Symbole) und pBBP29 (offene Symbole) gefiihrt wurde. Hierbei 
waren die Digoxigeningruppen einerseits an Rinder-Serumalbumin 
(BSA, Quadrate) oder andererseits an Albumin aus Hiihner-Ei 
(Ovalbumin, Dreiecke) gekoppelt . Als Kontr;olle sind die Daten 
dargestellt, die bei der Verwendung von underivatisiertem 
Rinder-Serumalbumin sowie dem Fusionsprotein kodiert von pBBP27 
erhalten wurden (offene Kreise) . Die dem jeweiligen gebundenen 
Fusionsprotein entsprechende enzymatische Aktivitat wurde 
anhand der Hydrolyse von p-Nitrophenylphosphat 
spektrophotometrisch bei 405 nm verf olgt . Die Kurvenanpassung 
erfolgte durch nicht lineare Regression mit Hilfe des 
Computerprogramms Kaleidagraph (Abelbeck Software) mitt els der 
Gleichung 

[P.L^tLljPK/dt^Ph) . 

Hierbei entspricht [P] t der eingesetzten Gesamtkonzentration 
des Fusionsproteins in der jeweiligen Vertiefung der 
Mikrotiterplatte . [P«L] wird anhand der enzymatischen Aktivitat 
der Alkalischen Phosphatase bestimmt. Die innerhalb einer 
Konzentrationsreihe konstante Gesamtkonzentration der 
Digoxigeningruppen [L] t j e Vertiefung sowie die 
Dissoziationskonstante wurden durch nicht lineare Regression 
als Parameter angepaSt. 

Figur 4 zeigt das Ergebnis eines Western Blot -Experiments aus 
Beispiel 4 zum qualitativen Nachweis von mit Digoxigeningruppen 
konjugierten Biomolekulen mittels der von pBBP27 (Spuren 1 und 
2) sowie von pBBP29 (Spuren 3 und 4) kodierten Fusionsproteine 
des Muteins DigA16. Zum Vergleich ist ein mit Coomassie- 
Brilliantblau gefarbtes 15 %iges SDS-Polyacrylamidgel der 
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Biomolekule ebenfalls dargestellt (Spuren 5 unci 6) . Hierbei 
wurde in den Spuren 1, 3 und 5 jeweils ein Gemisch aus 0,5 /xg 
underivatisiertem BSA, underivatisiertem Ovalbumin und 
underivatisierter RNaseA aufgetrennt. In den Spuren 2, 4 und 6 
wurde jeweils ein Gemisch aus 0,5 /xg mit Digoxigeningruppen 
gekoppeltem BSA, mit Digoxigeningruppen gekoppeltem Ovalbumin 
und mit Digoxigeningruppen gekoppelter RNaseA aufgetrennt, 

Beispiele 

Sofern nicht anders angegeben, wurden die dem Fachmann 
gelaufigen gentechnischen Methoden, wie sie z.B. in Sambrook et 
al. (Molecular Cloning. A Laboratory Manual (1989), Cold Spring 
Harbor Press) beschrieben sind, verwendet . 

Beispiel 1: Herstellung einer Bibliothek fur Muteine des Bilin- 
Bindungsproteins, Phagemidprasentation und Selektion eines 
Muteins mit Bindungsaf f initat zu Digoxigenin 

Zur Herstellung einer Bibliothek fur Muteine des Bilin- 
Bindungsproteins wurden dessen Aminosaure-Sequenzpositionen 34, 
35, 36, 37, 58, 60, 69, 88, 90, 93, 95, 97, 114, 116, 125 und 
127 einer konzert ierten Mutagenese mit Hilfe der Polymerase- 
Kettenreaktion (PCR) in mehreren Schritten unterworfen. Die 
PCR-Reaktionen wurden zunachst in zwei getrennten 
Amplif izierungsschritten in einem Volumen von je 50 jil 
durchgefuhrt , wobei 10 ng pBBP20-Phasmid-DNA (SEQ ID N0:1) als 
Matrize sowie jeweils 25 pmol zweier Primer (SEQ ID NO:2 und 
SEQ ID NO: 3 in einem Ansatz und SEQ ID NO: 4 und SEQ ID NO: 5 in 
einem zweiten Ansatz) , welche nach der allgemein bekannten 
Phosphoramidit-Methode synthetisiert worden waren, eingesetzt 
wurden . 

Weiterhin enthielt der Reaktionsansatz 5 pi lOxTag-Puf f er (100 
mM Tris/HCl pH 9,0, 500 mM KCl , 1 % v/v Triton X-100) , 3 fil 25 
mM MgCl 2 und 4 /xl dNTP-Mix (2,5 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) . 
Nach Auffullen mit Wasser wurde der Ansatz mit Mineralol 
iiberschichtet und in einem programmierbaren 
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Thermostatisierblock fur 2 min auf 94°C erhitzt . AnschlieSend 
wurden 2,5 u Tag BNA- Polymerase (5 u/fil, Promega) zugegeben und 
2 0 Temperaturzyklen von 1 min bei 94 °C, 1 min bei 60°C / 1,5 min 
bei 72 °C, gefolgt von einer Inkubation fur 5 min bei 60°C, 
durchgef iihrt . Die gewunschten Amplif izierungsprodukte wurden 
durch praparative Agarose-Gelelektrophorese unter Verwendung 
des Jetsorb DNA Extraction Kits (Genomed) nach den Angaben des 
Herstellers aus Low Melting Point Agarose (Gibco BRL) isoliert. 

Ein relevanter Ausschnitt aus der Nukleinsauresequenz von 
pBBP2 0 ist mit der kodierten Aminosauresequenz ' im 
Sequenzprotokoll als SEQ ID NO:l wiedergegeben. Der Ausschnitt 
beginnt mit einer Hexanukleotidsequenz, die durch Ligierung 
eines Xbal -Uber hangs mit einem dazu komplementaren Spel- 
Uberhang erhalten wurde , und endet mit der Hindlll- 
Schnittstelle . Die Vektorelemente aufSerhalb dieses Bereichs 
sind identisch mit dem Vektor pASK75, dessen vollstandige 
Nukleotidsequenz in der Of f enlegungsschrif t DE 44 17 5.98 Al 
angegeben ist. 

Der darauf f oigende Amplif izierungsschritt wurde in einem 100 
/-il-Ansatz durchgef uhrt , wobei jeweils ca. 6 ng der beiden 
isolierten Fragmente als Matrize, je 50 pmol der beiden Primer 
SEQ ID NO: 6 und SEQ ID NO : 7 sowie 1 pmol des 
Oligodesoxynukleotids SEQ ID NO: 8 ei'ngesetzt wurden. Die 
rest lichen Komponenten des PCR-Ansatzes wurden wie in den 
vorangegangenen Amplif izierungsschritten mit der doppelten 
Menge zugesetzt . Die" PCR f and bei~2"0 "Temperaturzyklen von 1 min 
bei 94°C", "1 mih bei 55°C / 1,5 min bei 72°C statt, gefolgt von 
einer abschiieSendeh" Irilcubation "fiir 5 min bei 60°C. Das 
erhaltene Fragment wurde erneut durch praparative Agarose- 
Gelelektrophorese isoliert. 

Zur Klonierung dieses Fragments, welches die Bibliothek der 
Muteine in Form einer Mischung von Nukleinsauren 
reprasentierte, wurde es zunachst mit dem Restriktionsenzym 
BstXI (New England Biolabs) nach den Angaben des Herstellers 
geschnitten. Die Reinigung des erhaltenen Nukleinsauref ragments 
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(335 Basenpaare, bp) erfolgte wiederum mittels praparativer 
Agarose-Gelelektrophorese. Analog wurde die DNA des Vektors 
pBBP2 0 mit Bs tXI geschnitten und das groSere der beiden 
Fragmente (3971 bp) isoliert. 

Zur Ligierung wurden 0,93 ptg (4,2 pmol) des PGR- Fragments und 

II jug (4,2 pmol) des Vektorf ragments in Gegenwart von 102 Weiss 
Units T4 DNA-Ligase (New England Biolabs) in einem 
Gesamtvolumen von 500 /zl (50 mM Tris/HCl pH 7,8, 10 mM MgCl 2/ 

10 mM DTT, 1 mM ATP , 50 /zg/ml BSA) fur zwei Tage bei 16°C 
inkubiert. AnschlieSend wurde die DNA gefallt, ' indem jeweils 24 

III des Ligierungsansatzes mit 10 /ig tRNA aus Hefe (Boehringer 
Mannheim) , 25 fil 5 M Ammoniumacetat und 100 jxl Ethanol versetzt 
wurden. Nach Inkubation bei -20°C fur drei Tage wurde 
zentrifugiert (25 min, 16000 g, 4°C) . Das Prazipitat wurde mit 
jeweils 200 fil Ethanol (70 % v/v, -20 °C) gewaschen und unter 
Vakuum getrocknet . Die DNA wurde schliefilich in 43,6 fil TE/10 
(1 mM Tris/HCl pH 8,0, 0 , 1 mM EDTA) aufgenommen. Die DNA- 
Konzentration der erhaltenen Losung wurde durch analytische 
Agarose-Gelelektrophorese anhand der Fluoreszenzintensitat der 
mit Ethidiumbromid angefarbten Banden im Vergleich mit einem 
DNA-GroSenstandard mit bekannter Konzentration abgeschatzt. 

Die Preparation elektrokompetenter Zellen des E. coli K12- 
Stamms XLl-Blue. (Bullock et al . , BioTechniques 5 (1987), 376- 
379) erfolgte gemafi den von Tung und Chow (Trends Genet. 11 

(1995) , 128-129) und von Hengen (Trends Biochem. Sci. 21 

(1996) , 75-76) beschriebenen Methoden. 1 1 LB -Medium wurde 
durch Zugabe einer stationaren XLl-Blue Ubernachtkultur auf 
eine optische Dichte bei 600 nm, OD 600 = 0,08 eingestellt und 
bei 200 Upm und 26°C in einem 3 1-Erlenmeyer-Kolben inkubiert. 
Nach Erreichen von OD 600 = 0,6 wurde die Kultur fur 30 min auf 
Eis gekiihlt und anschlieSend fur 15 min bei 4000 g und 4°C 
zentrifugiert. Das Zellsediment wurde zweimal mit jeweils 500 
ml eiskaltem 10 % w/v Glycerin gewaschen und schlieSlich in 2 
ml eiskaltem GYT-Medium (10 % w/v Glycerin, 0,125 % w/v 
Hefeextrakt, 0,25 % w/v Trypton) resuspendiert . 
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Zur Elektroporation wurde das Easyjec T Basic System (EquiBio) 
mit den dazugehorigen Kiivetten (Elektrodenabstand 2 mm) 
verwendet . Alle Arbeitsschritte wurden im Kuhlraum bei 4°C 
durchgef uhrt . Jeweils 5 bis 6 /il der oben beschriebenen DNA- 
Losung (245 ng//il) wurde mit 40 fil der Zellsuspension gemischt, 
1 min auf Eis inkubiert und anschliefiend in die Kiivette 
iiberf uhrt . Nach der Elektroporation wurde die Suspension sofort 
in 2 ml frischem, eiskaltem SOC-Medium (2 % w/v Trypton, 0,5 % 
w/v Kefeextrakt, 10 mM NaCl , 10 mM MgS0 4 , 10 mM MgCl 2 ) verdunnt 
und fur 60 min bei 37°C und 200 Upm geschiittelt. Die Zellen 
wurden anschliefiend jeweils fur 2 min bei 3600 'g sedimentiert , 
in 1 ml LB -Medium mit 100 /ig/ml Ampicillin (LB/ Amp) 
resuspendiert und zu je 200 /il auf Agar-Platten (140 mm 
Durchmesser) mit LB/Amp-Medium ausplattiert . Unter Einsatz von 
insgesamt 10,7 (xg der ligierten DNA wurden auf diese VJeise mit 
acht Elektroporationsansatzen 3,73»10 8 Trans formanden erhalten, 
die auf 4 0 Agar-Platten verteilt waren. 

Nach Inkubation fur 14 h bei 32 °C wurden die so erhaltenen 
Kolonien unter Zusatz von je 10 ml 2 xYT/ Amp -Medium von den 
Agar-Platten abgeschabt, in einen sterilen Erlenmeyerkolben 
iiberf uhrt und zur vollstandigen Resuspendierung fur 2 0 min bei 
37°C, 200 Upm geschiittelt. 50 ml auf 37°C vorgewarmtes 
2 xYT /Amp -Medium wurden mit 2,88 ml dieser Suspension 
inokuliert, so da£ die Zelldichte OD 550 bei 1,0 lag. Diese 
Kultur wurde fur 6 h bei 37°C, 160 Upm bis zu einer stationaren 
Zelldichte inkubiert und die Phasmid-DNA mit Hilfe des Plasmid 
Midi Kits (Qiagen) nach Angaben des Herstellers isoliert. Die 
DNA wurde schliefclich in 100 ' ptl TE (10 mM Tris/HCl pH 8,0, 1 mM 
~EDTA) "aufgenommen und zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert . 

Zur Herstellung einer Bibliothek von rekombinanten Phagemiden 
(Kay et al . , Phage Display of Peptides and Proteins - A 
Laboratory Manual (1996) , Academic Press) , welche die Muteine 
des Bilin-Bindungsproteins als Fusion mit dem verkiirzten 
Hullprotein pi I I tragen, wurde die so gewonnene Phasmid-DNA zur 
Transformation elektrokompetenter Zellen von E. coli XLl-Blue 
eingesetzt. Die Elektroporation wurde wie oben beschrieben mit 
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Hilfe des Easyjec T Basic Systems durchgef uhrt . In insgesamt 13 
Ansatzen wurden je 40 /xl der Zellsuspension elektrokompetenter 
Zellen mit jeweils 2 pig der DNA in einem Volumen von 5 /il 
transf ormiert . Nach der Elektroporation wurde die erhaltene 
Zellsuspension aus jedem Ansatz sofort in 2 ml frischem, 
eiskaltem SOC-Medium verdiinnt und fur 60 min bei 37°C und 200 
Upm geschiittelt. 

Diese Ansatze wurden vereinigt (Volumen = 2 6 ml) , mit 74 ml 
2xYT-Medium und mit 100 y.1 Ampicillin (StammLosung 100 mg/ml , 
Endkonzentration 100 mg/1) versetzt. Durch Ausplattieren von 
100 jil einer 1 : 10 5 -Verdunnung der erhaltenen Suspension auf 
Agar-Platten mit LB/Amp-Medium wurde die Gesamtzahl der 
erhaltenen Transf ormanden zu 1,1»10 10 abgeschatzt. Nach 
Inkubation fur 60 min bei 37°C und 160 Upm wurde die Kultur mit 
500 pi VCS-M13 Kelferphage (1,1»10 12 pf u/ml , Stratagene) 
infiziert und fur weitere 60 min bei 37°C, 160 Upm geschuttelt. 
AnschlieSend wurden 200 /zl Kanamycin (Stammlosung 35 mg/ml, 
Endkonzentration 70 mg/1) zugegeben, die Inkubatortemperatur 
auf 2 6°C erniedrigt und nach 10 min zur Induktion der 
Genexpression Anhydrotetracyclin (50 y.1 einer 50 /zg/ml- 
Stammlosung in Dimethyl formamid, Endkonzentration 25 fig/1) 
zugesetzt. Zur Produktion der Phagemide wurde die Kultur 
schlieSlich fur 7 h bei 26°C, 160 Upm inkubiert. 

Zwecks Abtrennung der Zellen wurde die Kultur zentrif ugiert (15 
min, 12000 4°C) . Der Uberstand, der die Phagemidpart ikel 
enthielt, wurde sterilf iltriert (0,45 fim) , mit 1/4 Volumen (25 
ml) 20 % w/v PEG 8000, 15 % w/v NaCl versetzt und uber Nacht 
bei 4°C inkubiert. Nach Zentrif ugation (20 min, 18000 g, 4°C) 
wurden die prazipitierten Phagemidpartikel in insgesamt 4 ml 
kaltem PBS (4 mM KH 2 P0 4 , 16 mM Na 2 HP0 4/ 115 mM NaCl, pH 7,4) 
gelost. Die Losung wurde fur 3 0 min auf Eis inkubiert und zu 
gleichen Volumina auf vier 1,5 ml -Reaktionsgef afie verteilt. 
Nach Abzentrifugieren ungeloster Bestandteile (5 min, 18500 g, 
4°C) wurde der Uberstand jeweils in ein neues Reaktionsgef a£ 
uberf uhrt . 
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Zur erneuten Fallung der Phagemidpartikel wurde mit 1/4 Volumen 
(jeweils 0,25 ml pro Reaktionsgef aS) 20 % w/v PEG 8000, 15 % 
w/v NaCl gemischt und fur 60 min auf Eis inkubiert . Nach 
Zentrifugation (20 min, 18500 g, 4°C) wurde der Uberstand 
entfernt, und die prazipitierten Phagemidpartikel wurden in 
jeweils 0,5 ml PBS gelost. Nach Inkubation fur 30 min auf Eis 
wurde die Losung zur Klarung noch einmal zentrif ugiert (5 min, 
18500 g, 4°C) . Der Uberstand mit den Phagemidpartikeln 
(zwischen 1«10 12 und 5«10 12 cfu/ml) wurde anschlieSend fur die 
Aff initatsanreicherung eingesetzt . 

Zur Aff initatsanreicherung der die Muteine des Bilin- 
Bindungsproteins prasent ierenden rekombinanten Phagemide wurden 
Immuno-Sticks (NUNC) verwendet . Diese wurden iiber Nacht mit 800 
fil eines Konjugats (100 /xg/ml) aus Ribonuclease A (RNaseA) und 
Digoxigenin in PBS beschichtet. 

Zur Herstellung des Konjugats wurden 1,46 /imol (0,96 rag) 
Digoxigenin- 3 -O-methylcarbonyl- e -aminocapronsaure-N- 
hydroxysuccinimidester (DIG-NHS, Boehringer Mannheim) in 25 /il 
DMSO /il-weise und unter stetiger Durchmischung zu 0,73 /xmol (10 
mg) RNaseA (Fluka) in 1 ml 5 % w/v Natriumhydrogencarbonat 
gegeben. Der Ansatz wurde unter Ruhren fiir 1 h bei 
Raumtemperatur (RT) inkubiert. AnschlieSend wurde 
iiberschussiges Reagenz von dem RNaseA- Konjugat mittels einer 
PD-10 Gelf iltrationssaule (Pharmacia) gemaS-den Angaben des 
Herstellers abgetrennt. 

Unbelegte Bindungsstelien auf der Oberflache des Immuno-Sticks 
wurden durch Inkubation mit 1,2 ml 2 % w/v BSA in PBST (PBS mit 
0,1 % v/v Tween 20) fiir 2 h bei RT abgesattigt. Nach 
dreimaligem kurzen Waschen mit jeweils 1,2 ml PBST wurde der 
Immuno-Stick in einer Mischung aus 250 fxl der Phagemidlosung 
und 500 /il Blockierungspuf f er (2 % w/v BSA in PBST) fiir 1 h bei 
RT inkubiert . 

Zur Entfernung nicht gebundener Phagemide wurde die Losung 
abgezogen und der Immuno-Stick achtmal mit jeweils 950 /xl PBST 



WO 00/75308 



PCT/DE00/01873 



26 

fur 2 min gewaschen. Adsorbierte Phagemide wurden schliefilich 
im Verlauf einer ISminutigen Inkubation des Immuno -Sticks mit 
950 /zl einer 2 mM Losung von Digoxigenin in PBS (0,742 mg 
Digoxigenin (Fluka) wurden hierzu in 19,2 /zl DMF gelost und zu 
5 930,8 fil PBS gegeben) kompetitiv eluiert . 

Zur Vermehrung der Phagemide wurden die 950 /il Losung der 
erhaltenen Elutionsf raktion (je nach Selektionszyklus zwischen 
10 6 und 10 8 Colony- forming Units) kurz auf 37°C erwarmt, mit 4 

10 ml einer exponentiell wachsenden Kultur von E. coli XLl-Blue 
(° D 55o = 0,5) gemischt und fur 30 min bei 37°C, '200 Upm 
inkubiert. Die mit den Phagemiden infizierten Zellen wurden 
anschlieteend sedimentiert (2 min, 4420 g, 4°C) , in 800 /zl 
frischen 2xYT-Mediums resuspendiert und auf vier Agar-Platten 

15 mit LB/Amp-Medium (140 mm Durchmesser) ausplattiert . Nach 

Inkubation fur 14 h bei 32 °C wurden die erhaltenen Kolonien 
unter Zusatz von je 10 ml 2xYT/Amp -Medium von den Agar-Platten 
abgeschabt, in einen sterilen Erlenmeyerkolben iiberfuhrt und 
zur vollstandigen Resuspendierung fur 20 min bei 37°C, 200 Upm 

20 geschuttelt. 

Zur wiederholten Produktion und Aff initatsanreicherung von 
Phagemidpartikeln wurde 50 ml auf 37°C vorgewarmtes 2xYT/Amp- 
Medium mit 0,2 bis 1 ml dieser Suspension inokuliert, so daS 
25 die Zelldichte OD SS0 bei 0,08 lag. Diese Kultur wurde bei 37°C, 
160 Upm bis zu einer Zelldichte von OD S50 = 0,5 inkubiert, mit 
250 fil VCS-M13 Helferphage (l,i*10 12 pfu/ml, Stratagene) 
infiziert, und es wurde weiter verfahren wie bereits oben 
beschrieben. 

30 

Mit den aus der ersten Aff initatsanreicherung erhaltenen 
Phagemiden wurden nacheinander acht weitere Anreicherungszyklen 
mit Immuno-Sticks, welche frisch mit dem Digoxigenin-RNaseA- 
Konjugat beschichtet waren, durchgef iihrt . Die nach dem letzten 
3 5 Anreicherungszyklus erhaltenen Phagemide wurden wiederum zur 
Infektion von E. coli XLl-Blue verwendet . Die Mischung der 
erhaltenen Kolonien wurde, wie oben beschrieben, mit 2xYT/Amp- 
Medium von den Agar-Platten abgeschabt und resuspendiert. Mit 
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dieser Zellsuspension wurden 50 ml 2xYT/Amp-Medium angeimpf t 
und die Rhasmid-DNA unter Verwendung des QIAprep Spin Miniprep 
Kits (QIAGEN) gemafi den Angaben des Herstellers isoliert. 

Urn die Muteine des Bilin-Bindungsproteins als Fusionsprotein 
mit dem Strep- tag II sowie der Albumin-Bindungsdomane 
produzieren zu konnen, wurde die Genkassette zwischen den 
beiden BstXI -Schnittstellen aus dem Vektor pBBP20 in den Vektor 
pBBP22 subkloniert. Ein relevanter Ausschnitt aus der 
Nukleinsauresequenz von pBBP22 ist mit der kodierten 
Aminosauresequenz im Sequenzprotokoll als SEQ ID NO: 9 
wiedergegeben. Der Ausschnitt beginnt mit der XJbal- 
Schnittstelle und endet mit der Hindlll -Schnittstelle . Die 
. Vektorelemente auEerhalb dieses Bereichs sind identisch mit dem 
Vektor pASK75. 

Dazu wurde die aus der Mischung der E. coli -Kolonien isolierte 
DNA mit dem Restriktionsenzym BstXI geschnitten und das 
kleinere der beiden Fragmente (33 5 bp) durch praparative 
Agarose-Gelelektrophorese wie oben beschrieben gereinigt. In 
gleicher Weise wurde die DNA des Vektors pBBP22 mit BstXI 
geschnitten und das groSere der beiden Fragmente (3545 bp) 
isoliert . 

Zur Ligierung wurden jeweils 50 fmol der beiden DNA-Fragmente 
-in einem Gesamtvolumen von 20 \xl (30 mM Tris/HCl pH 7,8, 10 mM 

MgCl 2 , 10 mM DTT, 1 mM ATP) mit 1,5 Weiss Units T4 DNA Ligase 
" (Promega) versetzt und fiber* Nacht bei 16°C inkubiert. Mit 5 fil 
-dieses Ligierungsansatzes wurden 200 /zl kompetente Zellen des 

Stamms E. coli TG1-F" nach der CaCl 2 -Methode transf ormiert 

(Sambrook et al . , supra), wobei 2,2 ml einer Zellsuspension 

erhalten wurden. 

Die Transf ormanden wurden anschlieSend mittels eines Colony 
Screening Assays auf die Produktion von Muteinen mit 
Bindungsaktivitat fur die Digoxigeningruppe durchgemustert . 
Dazu wurde auf eine LB/Amp-Agarplatte eine passend 
zurechtgeschnittene, an einer Stelle markierte hydrophile PVDF- 
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Membran (Millipore, Typ GWP, PorengroSe 0,22 fxm) aufgelegt. 
Auf dieser Membran wurden 150 y.1 der Zellsuspension aus dem 
Transf ormationsansatz gleichmaSig ausplattiert , wobei ca. 500 
Kolonien erhalten wurden. Die Platte wurde fur 7,5 h bei 37 °C 
im Brutschrank inkubiert, bis die Kolonien einen Durchmesser 
von ca. 0,5 mm erreicht hatten. 

In der Zwischenzeit wurde eine ebenfalls passend zurecht- 
geschnittene hydrophobe Membran (Millipore, Immobilon P, 
PorengroSe 0,45 jum) nach den Angaben des Herstellers mit PBS 
angef euchtet . AnschlieSend wurde sie fur 4 h bei RT in einer 
Losung von 10 mg/ml Human- Serumalbumin (HSA, Sigma) in PBS 
geschwenkt. Verbliebene Bindungsstellen auf der Membran wurden 
durch Inkubation mit 3 % w/v BSA, 0,5 % v/v Tween 20 in PBS fur 
2 h bei RT abgesattigt. Die Membran wurde zweimal fur jeweils 
10 min mit 20 ml PBS gewaschen und danach fur 10 min in 10 ml 
LB/Amp -Medium, dem 200 /xg/1 Anhydrotetracyclin zugesetzt worden 
war, geschwenkt. AnschlieSend wurde sie an einer Stelle 
markiert und auf eine Kulturplatte mit LB/Amp-Agar, der 
zusatzlich 200 /zg/1 Anhydrotetracyclin enthielt, gelegt . 

Die zuvor erhaltene, mit den Kolonien bewachsene hydrophile 
Membran wurde daraufhin so auf die hydrophobe Membran 
aufgelegt, daS die beiden Markierungen zur Deckung kamen. Die 
Kulturplatte mit den beiden Membranen wurde bei 22°C fur 15 h 
inkubiert . Wahrend dieser Phase wurden die jeweiligen Muteine 
als Fusionsproteine von den Kolonien sekretiert und mittels 
Komplexbildung zwischen der Albumin-Bindungsdomane und dem HSA 
auf der unteren Membran immobilisiert . 

Danach wurde die obere Membran mit den Kolonien auf eine 
frische LB/Amp-Agarplatte transf eriert und bei 4°C auf bewahrt . 
Die hydrophobe Membran wurde abgenommen, dreimal fur jeweils 10 
min mit 20 ml PBST gewaschen und anschlieSend fur 1 h in 10 ml 
einer Losung von 10 iig/ml eines Konjugates von BSA mit 
Digoxigenin in PBST inkubiert. 

Zur Herstellung des Konjugates von BSA (Sigma) und Digoxigenin 
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wurde eine Losung von 3,0 jzmol (1,98 mg) DIG-NHS in 25 fil DMSO 
ptl-weise und unter stetiger Durchmischung zu 300 nmol (19,88 
mg) BSA (Sigma) in 1,9 ml 5 % w/v Natriumhydrogencarbonat 
gegeben. Der Ansatz wurde unter Riihren fur 1 h bei RT inkubiert 
und uberschussiges Reagenz von dem BSA-Konjugat mitteis einer 
PD-10 Gelf iltrationssaule nach den Angaben des Herstellers 
abgetrennt . 

Urn gebundenes Digoxigenin-BSA-Konjugat nachzuweisen, wurde die 
Membran nach zweimaligem Waschen in 2 0 ml PBST fur 1 h mit 10 
ml Anti-Digoxigenin Fab-Alkalische Phosphatase -Konjugat 
(Boehringer Mannheim, 1:1000 verdiinnt in PBST) inkubiert. Die 
Membran wurde anschliefeend fur jeweils 5 min zweimal mit 20 ml 
PBST und zweimal mit 2 0 ml PBS gewaschen und fiir 10 min in AP- 
Puffer (0,1 M Tris/HCl pH 8,8, 0,1 M NaCl , 5 mM MgCl 2 ) 
geschwenkt. Zur chromogenen Nachweisreaktion wurde die Membran 
in 10 ml AP-Puffer, dem 30 /il 5-Brom-4 -chlor-3 -indolylphosphat , 
p-Toluidinsalz (BCIP, Roth, 50 ftg/ml in Dimethylf ormamid) und 5 
111 Nitro Blue Tetrazolium (NBT, Sigma, 75 fxg/ml in 70 % v/v 
Dimethylf ormamid) zugesetzt waren, inkubiert, bis an den 
Positionen einiger der Kolonien deutliche Farbsignale zu 
erkennen waren. Auf diese Weise wurde die Bindungsaktivitat der 
von diesen Kolonien produzierten Muteine des Bilin- 
Bindungsproteins , in Form der Fusionsproteine mit dem Strep-tag 
und der ABD, fur Digoxigenin nachgewiesen. 

Vier der Kolonien von der oberen Membran, welche zu einem 
aufgepragten Farbsigrial Ahlafi gabenT "wurden zur Herstellung von 
Kulturen in LB/Amp-Medium mit einem Volumen von 4 ml verwendet . 
Ihre Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des JETquick Plasmid Miniprep 
Spin Kits (Genomed) nach den Angaben des Herstellers isoliert, 
und der fur das Mutein kodierende Genabschnitt wurde einer 
Sequenzanalyse unterzogen. Die Sequenzanalyse erfolgte mit 
Hilfe des T7 Sequencing Kits (Pharmacia) nach Herstellerangaben 
unter Verwendung der Oligodesoxynukleotide SEQ ID NO: 10 und SEQ 
ID NO: 11. Dabei wurde gefunden, daS alle vier untersuchten 
Plasmide die gleiche Nukleotidsequenz trugen. Das entsprechende 
Genprodukt wurde als DigA bezeichnet (SEQ ID NO: 12) . Die 
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Nukleotidsequenz von DigA wurde in die Aminosauresequenz 
iibersetzt und ist im Sequenzprotokoll wiedergegeben. 

Beispiel 2: Partielle Zuf allsmutaaenese des Muteins DigA und 
Selektion von Muteinen mit verbesserter Bindu nasaf f initat zu 
Diqoxigenin 

Zur Verbesserung der Aff initat zwischen dem Mutein DigA und 
Digoxigenin, welche gemaS Beispiel 3 zu 295 ± 36 nM bestimmt 
wurde, wurden die 6 Aminosaureposit ionen 28, 31' und 34-37 in 
DigA fur eine weitergehende partielle Zuf allsmutagenese 
ausgewahlt , 

Zur Mutagenese dieser Positionen wurde die PCR rait einem 
degenerierten Oligodesoxynukleot id-Primer durchgef uhrt . Die 
Amplif izierungsreaktion erfolgte in einem Gesamtvolumen von 100 
lil t wobei 2 ng der fur DigA (SEQ ID NO: 12) kodierenden Plasmid- 
DNA des Vektors pBBP22 als Matrize eingesetzt wurden. Der 
Reaktionsansatz enthielt 50 pmol der beiden Primer SEQ ID NO: 13 
und SEQ ID NO : 7 sowie die restlichen Komponenten gemaft der in 
Beispiel 1 beschriebenen Methode . Die PCR fand bei 20 
Temperaturzyklen von 1 min bei 94°C, 1 min bei 65°C, 1,5 min 
bei 72 °C statt, gefolgt von einer abschliefcenden Inkubation fur 
5 min bei 60°C..Das erhaltene DNA-Fragment wurde durch 
praparative Agarose-Gelelektrophorese isoliert und anschlieSend 
mit BstXI nach den Angaben des Herstellers geschnitten. Die 
Reinigung des result ierenden DNA-Fragmentes von 335 bp Lange 
erfolgte wiederum durch praparative Agarose-Gelelektrophorese. 

Entsprechend wurde die DNA des Vektors pBBP24 mit BstXI 
geschnitten und das erhaltene Fragment von 4028 bp isoliert. 
Ein relevanter Ausschnitt aus der Nukleinsauresequenz von 
pBBP24 ist mit der kodierten Aminosauresequenz im 
Sequenzprotokoll als SEQ ID NO: 14 wiedergegeben. Der Ausschnitt 
beginnt mit der Xbal-Schnittstelle und endet mit der Hindlll- 
Schnittstelle. Die Vektorelemente auSerhalb dieses Bereichs 
sind identisch mit dem Vektor pASK75. pBBP24 ist weitestgehend 
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identisch mit pBBP20 wobei das BBP-Gen mittels entsprechend 
eingefuhrter Stopp-Kodons inaktiviert ist. 

Zur Ligierung wurden 1,3 fig des geschnittenen DNA- Fragment es 
aus der PCR und 16,0 fig des Fragmentes von pBBP24 in Gegenwart 
von 120 Weiss Units T4 DNA-Ligase (New England Biolabs) in 
einem Gesamtvolumen von 600 fil (50 mM Tris/HCl pH 7,8, 10 mM 
MgCl 2/ 10 mM DTT , 1 mM ATP, 50 fig /ml BSA) fur 18 h bei 16 °C 
inkubiert. Anschliefiend wurde die DNA gefallt, indem jeweils 24 
ixl des Ligierungsansatzes mit 10 \ig tRNA aus Hefe (Boehringer 
Mannheim) , 25 \il 5 M Ammoniumacetat und 100 \il 'Ethanol versetzt 
wurden. Nach Inkubation bei -20°C fur zwei Wochen wurde 
zentrifugiert (20 min, 16000 g, 4°C) . Das Prazipitat wurde mit 
jeweils 150 \il Ethanol (70 % v/v, -20°C) gewaschen und unter 
Vakuum getrocknet. Die DNA wurde schliefclich in 80 \il TE/10 
aufgenommen. 

Die Transformation von E. coli XLl-Blue Zellen mit der 
ligierten DNA durch Elektroporation wurde gemafi der in Beispiel 
1 beschriebenen Vorgehensweise durchgefuhrt , wobei in 16 
Ansatzen jeweils 40 fil Zellsuspension elektrokompetenter Zellen 
mit 5 fil der DNA -L6 sung gemischt wurden. Nach der 
Elektroporation wurden die Zellen sofort in 2 ml frischem, 
eiskaltem SOC-Medium verdiinnt und fur 60 min bei 37°C und 200 
Upm geschuttelt-. 

Die vereinigten Suspensionen wurden mit 168 ml 2xYT-Medium und 
mit 200 ill Ampicillin versetzt (Stammlosung 100 mg/ml, 
Endkonzentration 100 mg/1) . Durch Ausplatt ieren von 100 \il 
einer 1 : 10 4 -Verdunnung der erhaltenen Zellsuspension auf Agar- 
Platten mit LB/Amp-Medium wurde die Gesamtzahl der erhaltenen 
Trans formanden zu 1 , 48»10 9 abgeschatzt . Nach Inkubation fur 60 
min bei 37°C und 160 Upm wurden die Transf ormanden mit 4 ml 
VCS-M13 Helferphage (6,3«10 n pf u/ml , Stratagene) infiziert und 
fur weitere 30 min bei 37°C und 160 Upm geschuttelt. 
AnschlieSend wurden 400 fil Kanamycin (Stammlosung 35 mg/ml, 
Endkonzentration 70 mg/1) zugegeben, die Inkubatortemperatur 
auf 2 6°C erniedrigt und nach 10 min zur Induktion der 
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Genexpression Anhydrotetracyclin (100 fil einer 50 /xg/ml- 
Stammlosung in Dimethyl formamid, Endkonzentration 25 /ig/1) 
zugesetzt. Zur Produktion der Phagemide wurde die Kultur 
schlieSlich fur 7 h bei 26°C und 160 Upm inkubiert. Die 
Abtrennung der Zellen und die Reinigung der Phagemide durch 
Fallung erfolgte wie in Beispiel 1 beschrieben. 

Zur Af f initatsanreicherung aus der Bibliothek der Phagemide, 
welche das partiell mutierte Mutein DigA prasentierten, wurden 
mit Streptavidin beschichtete paramagnetische Partikel 
(Dynabeads M-280 Streptavidin, Dynal) zusammen 'mit einem 
Doppelkonjugat von BSA mit Digoxigenin und Biotin eingesetzt. 

Zur Herstellung eines Doppelkonjugates von BSA mit Digoxigenin 
und Biotin wurden 1,5 /zmol (0,99 mg) DIG-NHS in 12,5 /zl DMSO 
und 1,5 jumol (0,68 mg) D-Biotinoyl- e -aminocapronsaure-N- 
hydroxy-succinimidester (Boehringer Mannheim) in 12,5 fil DMSO 
/xl-weise und unter stetiger Durchmischung zu 300 nmol (19,88 
mg) BSA in 1,9 ml 5 % w/v Natriumhydrogencarbonat gegeben. Der 
Ansatz wurde unter Riihren fur 1 h bei RT inkubiert. 
Uberschussiges Reagenz wurde iiber eine PD-10 Gelf iltrations- 
saule nach den Angaben des Herstellers von dem Doppelkonjugat 
abgetrennt . 

Zur Anreicherung Digoxigenin bindender Phagemide wurden 4 0 ^1 
einer 0,5 /iM Losung des Doppelkonjugats (33,5 /zg/ml) in PBS mit 
260 fil einer Losung der frisch praparierten Phagemide (zwischen 
5»10 ai und 5«10 12 cfu/ml) gemischt und fur 1 h bei RT inkubiert, 
so daS Komplexbildung zwischen der Digoxigeningruppe und den 
von den Phagemiden prasentierten Muteinen eintreten konnte. 
AnschlieSend wurde 100 fil einer Losung von 8 % w/v BSA, 0,4 % 
v/v Tween 20 in PBS zugegeben. 

Parallel wurden 100 fil der kommerziell erhaltlichen Suspension 
der paramagnetischen Partikel dreimal mit jeweils 100 /xl PBS 
gewaschen. Hierbei wurden die Partikel durch Rotation des 1,5 
ml Eppendorfgef afies fur 1 min in Suspension gehalten, 
anschlieSend mit Hilfe eines Magneten an der Wand des 
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Eppendorfgef afies gesammelt und der Uberstand abgezogen. Zur 
Absattigung unspezif ischer. Bindungsstellen wurden die 
paramagnetischen Partikel mit 100 /xl 2 % w/v BSA in PBST fur 1 
h bei RT inkubiert. Nach Entfernung des Uberstandes wurden die 
paramagnetischen Partikel mit der Mischung aus dem 
Doppelkonjugat und den Phagemiden versetzt, resuspendiert und 
fur 10 min bei RT inkubiert. Zur Absattigung freier Biotin- 
Bindungsstellen des Streptavidins wurde die Mischung 
schlieSlich mit 10 /il einer Losung von 4 /zM D-Desthiobiotin 
(Sigma) in PBS versetzt und fur 5 min bei RT inkubiert. Auf 
diese Weise wurde auch verhindert, das das Strep- tag II als 
Teil des Fusionsproteins aus den Muteinen und dem Fragment des 
Phagenhiillproteins pill mit dem Streptavidin einen Komplex 
bilden konnte. 

Zur Entfernung nicht gebundener Phagemide wurden die 
paramagnetischen Partikel achtmal mit jeweils 1 ml frischem 
PBST unter Zusatz von 1 mM D-Desthiobiotin gewaschen, die 
Partikel wurden mit Hilfe des Magneten gesammelt und der 
Uberstand wurde abgezogen. Die Elution der gebundenen Phagemide 
erfolgte durch 15miniitige Inkubation der resuspendierten 
Partikel in 950 ^1 0,1 M Glycin/HCl pH 2,2. Nach Sammeln der 
Partikel am Magneten wurde der Uberstand erneut -abgezogen, und 
der pH-Wert dieser Losung wurde im Anschlufi daran sofort durch 
Zugabe von 140 [il 0,5 M Tris neutralisiert . 

Zur Vermehrung der Phagemide wurde die erhaltene 
Elutionsf raktion entsprechend der Vorgehensweise in Beispiel 1 
-■.-mit -4 -ml einer exponentiell wachsenden Kultur von E. coli XL1- 
Blue (OD 550 = 0 , 5) gemischt und fur 30 min bei 37°C, 200 Upm 
inkubiert. Die mit den Phagemiden infizierten Zellen wurden 
anschlieSend sedimentiert (2 min, 4420 g, 4°C) , in 800 /xl 
frischem 2xYT-Medium resuspendiert und auf vier Agar-Platten 
mit LB /Amp -Medium (140 mm Durchmesser) ausplattiert . Nach 
Inkubation fur 14 h bei 32 °C wurden die erhaltenen Kolonien 
unter Zusatz von je 10 ml 2xYT/ Amp -Medium von den Agar-Platten 
abgeschabt, in einen sterilen Erlenmeyerkolben uberfuhrt und 
zur vollstandigen Resuspendierung fur 2 0 min bei 3 7°C, 200 Upm 
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geschiittelt . 

Zur wiederholten Produktion und Af f initatsanreicherung von 
Phagemidpartikeln wurde 50 ml auf 37 °C vorgewarmtes 2xYT/Amp- 
5 Medium mit 0,2 bis 1 ml dieser Suspension inokuliert, so daS 
die Zelldichte OD 550 bei 0,08 lag. Diese Kultur wurde bei 37°C, 
160 Upm bis zu einer Zelldichte von OD 550 = 0 , 5 inkubiert und 
mit 300 fil VCS-M13 Helferphage (G^IO 11 pfu/ml, Stratagene) 
infiziert. AnschlieSend erfolgte eine erneute Affinitats- 
10 selektion mit den paramagnetischen Partikeln und dem 

Digoxigenin/Biotin-Doppelkonjugat unter den oben angegebenen 
Bedingungen. Auf diese Weise wurden insgesamt 4 
Selektionszyklen durchgef uhrt . 

15 Die nach dem letzten Anreicherungszyklus erhaltenen Phagemide 
wurden wiederum zur Infektion von E. coli XLl-Blue verwendet . 
Mit der Mischung der erhaltenen Kolonien, die, wie oben 
beschrieben, mit 2xYT/ Amp -Medium von den Agar-Platten 
abgeschabt und resuspendiert worden waren, wurden 50 ml 

20 2xYT/Amp -Medium angeimpft und die Phasmid-DNA unter Verwendung 
des QIAprep Spin Miniprep Kits (QIAGEN) gemaS den Angaben des 
Herstellers isoliert . 

Anschliefiend wurde die Genkassette zwischen den beiden BstXI- 
25 Schnittstellen wie in Beispiel 1 aus dem Vektor pBBP24 in den 
Vektor pBBP22 subkloniert und kompetente Zellen des Stamms E. 
coli TG1-F" nach der CaCl 2 -Methode transf ormiert . Die 
Trans formanden wurden schlieSlich wiederum gemafi Beispiel 1 auf 
die Produktion von Muteinen mit Bindungsaktivitat fur die 
3 0 Digoxigeningruppe mittels des Colony Screening Assays 
durchgemustert . 

Sieben der Kolonien, die im Colony Screening Assay eine starke 
Signalintensitat aufwiesen, wurden kultiviert. Ihre Plasmid-DNA 
3 5 wurde mit Hilfe des Plasmid Miniprep Spin Kits (Genomed) nach 
den Angaben des Herstellers isoliert und der fur das Mutein 
kodierende Genabschnitt wurde wie in Beispiel 1 einer 
Sequenzanalyse unterzogen. Dabei wurde gefunden, daS alle 
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untersuchten Plasmide unterschiedliche Sequenzen besafien. Nach 
Ubersetzung der Nukleotidsequenzen in Aminosauresequenzen 
wiesen sechs der sieben untersuchten Varianten ein Amber Stopp- 
Kodon an der Aminosaureposition 28 auf . Dieses Stopp-Kodon 
wurde allerdings bei der Wahl geeigneter Amber -Suppressor - 
stamme, wie zum Beispiel E. coli XLl-Blue Oder TGl-F" , 
zumindest teilweise supprimiert und statt dessen als Glutamin 
translatiert . Somit wurde sowohl im Verlauf der 
Af f initatsanreicherung als auch beim Colony Screening Assay 
funktionelles Protein in voller Lange produziert. 

Als einziges unter den gefundenen Muteinen wies das Mutein mit 
der SEQ ID NO: 15 kein Amber -Stoppkodon auf, so daft es sich zur 
bakteriellen Produktion besonders gut eignete. Dieses Mutein, 
auch als DigA16 bezeichnet, wurde demzufolge hinsichtlich 
seiner Bindef ahigkeit fur die Digoxigeningruppe genauer 
charakterisiert . 

Beisoiel 3: Produktion der Muteine DigA und DigA16 und 
Ermittlung ihrer Affinitat fur Digoxigenin und dessen Derivate 
durch Fluor eszenzt it rat ion 

Zur praparativen Produktion der aus den vorangegangenen 
Beispielen erhaltenen Muteine des Bilin-Bindungsproteins wurde 
der kodierende Genabschnitt zwischen den beiden BstXI- 
Schnittstellen aus dem Vektor des Typs pBBP22 in das 
Expressionsplasmid pBBP21 subkloniert. Das dabei erhaltene 
-Plasmid kodierte fur ein Fusionsprotein aus der OmpA- 
Signalsequenz, gefolgt von dem Mutein und dem Strep- tag II- 
Af f initatsanhangsel . 

Ein relevanter Ausschnitt aus der Nukleinsauresequenz von 
pBBP21 ist mit der kodierten Aminosauresequenz im 
Sequenzprotokoll als SEQ ID NO: 16 wiedergegeben . Der Ausschnitt 
beginnt mit der XJbal-Schnittstelle und endet mit einem 
Hexanukleotid, das durch Ligierung eines stumpfen Strangendes 
mit einem aufgefullten Hindlll-Strangende erhalten wurde, wobei 
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die urspriingliche Hindlll-Schnittstelle verloren ging. Die 
Vektoreiemente auSerhalb dieses Bereichs sind identisch mit dem 
Vektor pASK75. 

Zur Subklonierung wurde die fiir das jeweilige Mutein kodierende 
Plasmid-DNA mit dem Restriktionsenzym BstXI geschnitten und das 
kleinere der beiden Fragmente (33 5 bp) durch praparative 
Agarose-Gelelektrophorese wie in Beispiel 1 beschrieben 
gereinigt. In gleicher Weise wurde die DNA des Vektors pBBP21 
mit BstXI geschnitten und das grofeere der beiden Fragmente 
(4132 bp) isoliert. 

Zur Ligierung wurden jeweils 50 fmol der beiden DNA-Fragmente 
in einem Gesamtvolumen von 20 (jl! (30 mM Tris/HCl pH 7,8, 10 mM 
MgCl 2 , 10 mM DTT, 1 mM ATP) mit 1,5 Weiss Units T4 DNA Ligase 
(Promega) versetzt und fur 16 h bei 16°C inkubiert. Mit 5 /il 
des Ligierungsansatzes wurde dann E. coli JM83 (Yanisch- Perron 
et al., Gene 33 (1985), 103-119) nach der CaCl 2 -Methode 
transf ormiert , wobei 2 f 2 ml einer Zellsuspension erhalten 
wurden. Von dieser Suspension wurden 100 fil auf einer Agar- 
Platte mit LB/Amp-Medium ausplattiert und fiir 14 h bei 37°C 
inkubiert . 

Zur Proteinproduktion wurde eine der erhaltenen Einzelkolonien 
ausgewahlt, eine 50 ml-Vorkultur (LB/Amp-Medium) damit 
angeimpft und bei 30°C und 200 Upm iiber Nacht inkubiert. 40 ml 
der Vorkultur wurden auf 2 1 LB/Amp-Medium in einem 5 1- 
Erlenmeyerkolben iiberimpft, woraufhin die Kultur bei 22 °C und 
200 Upm inkubiert wurde. Bei einer Zelldichte von OD 550 = 0 ,5 
wurde die Genexpression durch Zugabe von 200 /xg/1 
Anhydrotetracyclin (200 /zl einer 2 mg/ml-StammL6sung in DMF) 
induziert und fiir weitere 3 h bei 22 °C, 200 Upm geschiittelt . 

Die Zellen wurden abzentrif ugiert (15 min, 4420 g, 4°C) und 
nach Entfernung des Uberstands unter Kiihlung auf Eis in 20 ml 
Periplasma-Auf schlu&puf f er (100 mM Tris/HCl pH 8,0, 500 mM 
Saccharose, I mM EDTA) resuspendiert . Nach Inkubation fiir 30 
min auf Eis wurden die Spharoplasten in zwei aufeinander- 
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folgenden Zentrif ugationsschritten abgetrennt (15 min, 4420 g, 
4°C und 15 min, 30000 g, 4°C) . Der so gewonnene. . 
periplasmatische Proteinextrakt wurde gegen SA-Puffer (100 mM 
Tris/HCl pH 8,0, 150 mM NaCl , 1 mM EDTA) dialysiert, 
sterilf iltriert una zur chromatographischen Reinigung 
eingesetzt . 

Die Reinigung erfolgte mittels des an den C-Terminus der 
Muteine fusionierten Strep-tag II -Af f initatsanhangsels (Schmidt 
und Skerra, Protein Eng. 6 (1993), 109-122). Im vorliegenden 
Fall wurde das Streptavidinmutein "1" eingesetzt (Voss und 
Skerra, Protein Eng. 10 (1997), 975-982), welches (mit 5 mg/ml 
immobilisiertem Streptavidin, bezogen auf das Bettvolumen der 
Matrix) an eine aktivierte Sepharose gekoppelt war. 

Eine mit 2 ml dieses Materials befullte Chromatographiesaule 
wurde bei 4°C und einer FluSrate von 20 ml/h mit 10 ml SA- 
Puffer aquilibriert . Die Chromatographie wurde durch Messung 
der Absorption bei 280 nm des Eluats in einem DurchfluS- 
Photometer verf olgt . Nach dem Auftragen des periplasmat ischen 
Proteinextrakts wurde bis zum Erreichen der Basislinie mit SA- 
Puffer gewaschen. Gebundenes Mutein wurde anschlieSend mit 10 
ml einer Losung von 2 , 5 mM D-Desthiobiotin (Sigma) in SA-Puffer 
eluiert. Die Fraktionen, die das gereinigte Mutein enthielten, 
wurden mittels der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Fling 
und Gregerson, Anal. Biochem. 155 (1986), 83-88) iiberpruft und 
vereinigt . Die Proteinausbeuten lagen zwischen 200 ptg und 800 
pig je 2 1 Kultur. 

Di^Liganden"~Bindungseigenschaf ten der Muteine DigA, DigA16 
sowie des rekombinanten Bilin-Bindungsproteins (SEQ ID NO: 16) 
wurden mittels der Methode der Fluoreszenztitration bestimmt. 
Gemessen wurde dabei die Abnahme der intrinsischen Tyrosin- 
und/oder Tryptophan-Fluoreszenz des Proteins bei Komplexbildung 
mit dem Liganden. Die Messungen erfolgten mit einem 
Fluoreszenzphotometer des Typs LS 50 B (Perkin Elmer) bei einer 
Anregungswellenlange von 295 nm (Spaltbreite 4 nm) und einer 
EmissionswellenlSnge von 345 nm (Spaltbreite 6 nm) . Als 
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Liganden wurden Digoxigenin (Pluka) , Digoxin (Fluka) , 
Digitoxigenin (Fluka) , Digitoxin (Fluka) , Testosteron (Sigma) , 
Ouabain (Fluka) sowie 4-Aminof luorescein (Fluka) eingesetzt. 
Die Liganden zeigten bei den angegebenen Wellenlangen keine 
signifikante Eigenf luoreszenz oder Absorption. 

Als Puffersystem diente PBS unter Zusatz von 1 mM EDTA. Die 
Losung des jeweiligen gereinigten Muteins wurde viermal gegen 
diesen Puffer dialysiert und durch Verdunnen auf eine 
Konzentration von 1 pM eingestellt. Alle verwendeten Losungen 
wurden sterilf iltriert (Filtropur S 0,45 pm, Sarstedt) . Die 
Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels der Absorption bei 
280 nm unter Verwendung kalkulatorischer Ext inkt ions - 
koef f izienten von 53580 M _1 cm" 1 fur DigA und DigAlG (Wisconsin 
Software Package, Genetics Computer Group) . Fiir Bbp wurde der 
nach Gill und von Hippel (Anal. Biochem. 182 (1989), 319-326) 
in Gegenwart von Guanidiniumchlorid korrigierte kalkulatorische 
Extinktionskoef f izient von 54150 M" 1 cm" 1 verwendet. 

Zur Messung wurden 2 ml der Muteinlosung in einer Quarzkuvette , 
die mit einem Riihrfisch ausgestattet war, vorgelegt und im 
Probenhalter des Photometers auf 25°C temperiert . AnschlieSend 
wurden insgesamt 4 0 fil einer 100 /iM bis 500 jM Losung des 
Liganden in demselben Puffer in Schritten von 1 pi bis 4 pi 
zupipettiert . Die dabei stattf indende Verdunnung der 
vorgelegten Proteinlosung urn insgesamt maximal 2 % blieb bei 
der nachf olgenden Auswertung der Daten unberiicksichtigt . Nach 
jedem Titrationsschritt wurde zur Gleichgewichtseinstellung fur 
1 min unter Riihren inkubiert und das Fluoreszenzsignal als 
Mittelwert iiber 10 s gemessen. Nach Abzug des Fluoreszenzwertes 
fiir den Puffer wurden die Signale auf einen Anfangswert von 100 
% normiert . 

Die so erhaltenen MeSwerte einer Titrationsreihe wurden gema£ 
folgender Formel durch nicht -lineare Regression mit Hilfe des 
Computerprogramms Kaleidagraph (Abelbeck Software) angepafit . 
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f = an - [ii - + an + w, + ^ + (/, - f^ m+[L } +Kl) ' ^iwi 



Dabei bedeuten F die normierte Fluoreszenzintensitat und [L] t 
die Gesamtkonzentration des Liganden bei dem jeweiligen 
Titrationsschritt . [P] t als die Konzentration des Muteins, f PL 
als Fluoreszenzkoef f izient des Mute in- Ligandkompl exes und 
als die thermodynamische Dissoziationskonstante dieses 
Komplexes wurden als freie Parameter an die normierten Daten 
angepalSt . 

Das Ergebnis der Fluoreszenztitrationen des Mute ins DigA16 mit 
den Liganden Digoxigenin, Digitoxigenin und Ouabain ist in 
Figur 1 graphisch dargestellt. Es zeigt sich, daS Digitoxigenin 
noch starker gebunden wird als Digoxigenin, wahrend fur Ouabain 
keine Bindung beobachtet wird. 

Die aus den Fluoreszenztitrationen result ierenden Werte fur die 
Dissoziationskonstanten der Komplexe aus den Muteinen des 
Bilin-Bindungsproteins und den verschiedenen Liganden sind in 
folgender Tabelle zusammengef afit : 

Bbp-Variante Ligand [nMl 

Bbp: Digoxigenin -* 

DigA: Digoxigenin 2 95 ± 3 7 

Digoxin _ 200 ± 34 

DigA16 : Digoxigenin 30,2 ± 3,6 

~" Digoxin 31,1 ± 3,2 

Digitoxigenin 2,8 ± 2,7 

Digitoxin 2,7 ± 2,0 

Ouabain -* 

Testosteron -* 

4 -Aminof luorescein -* 



'keine nachweisbare Bindungsaktivitat 
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Beispiel 4: Herstellung von Fusionsproteinen aus dem Mutein 
DigA16 und der bakteriellen Alkalischen Phosphatase und 
Verwendung zum Nachweis von Digoxigeningruppen in einem ELISA 
sowie im Western Blot 

Urn zwei verschiedene Fusionsproteine aus dem Mutein DigA16 und 
der bakteriellen Alkalischen Phosphatase (PhoA) mit 
unterschiedlicher Anordnung der Partner innerhalb der 
Polypeptidkette zu produzieren, wurden unter Einsatz der dem 
Fachmann gelaufigen molekularbiologischen Methoden die beiden 
Expressionsplasmide pBBP27 und pBEP29 konstruiert. 

pBBP27 kodiert fur ein Fusionsprotein aus PhoA einschlieSlich 
deren Signalsequenz , einem kurzen Peptid-Verbindungsstuck mit 
der Aminosauresequenz Pro-Pro-Ser-Ala , der dem maturen Mutein 
DigA16 entsprechenden Sequenz sowie dem Strep-tag II. Ein 
relevanter Ausschnitt aus der Nukleinsauresequenz von pBBP27 
ist mit der kodierten Aminosauresequenz im Sequenzprotokoll als 
SEQ ID NO: 17 wiedergegeben . Der Ausschnitt beginnt mit der 
Xbal-Schnittstelle und endet mit der Hindi I I -Schnittstelle . Die 
Vektorelemente auSerhaib dieses Bereichs sind identisch mit dem 
Vektor pBBP21. 

pBBP2 9 kodiert fur ein Fusionsprotein aus DigA16 mit 
vorangestellter- OmpA- Signalsequenz, gefolgt von der 
Peptidsequenz fur das Strep-tag II, einer Sequenz von 5 
Glycinresten und der maturen Sequenz der PhoA ohne die N- 
terminale Aminosaure Arginin. Ein relevanter Ausschnitt aus der 
Nukleinsauresequenz von pBBP2 9 ist mit der kodierten 
Aminosauresequenz im Sequenzprotokoll als SEQ ID NO: 18 
wiedergegeben. Der Ausschnitt beginnt mit der Xbal- 
Schnittstelle und endet mit der Hindlll-Schnittstelle . Die 
Vektorelemente auSerhalb dieses Bereichs sind identisch mit dem 
Vektor pBBP21. 

Beide Plasmide kodieren zusatzlich fur die bakterielle Protein- 
Disulf idisomerase DsbC auf einem separaten, in 3'-Richtung 
gelegenen Cistron. Die Plasmide sind in Figur 2 schematisch 
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dargestellt . 

Die von den Plasmiden pBBP27 und pBBP2 9 kodierten 
Fusionsproteine wurden analog der in Beispiel 3 beschriebenen 
Methode zur Herstellung der einfachen Muteine "produziert . Urn 
nicht die Metal lionen aus dem aktiven Zentrum der PhoA zu 
komplexieren, wurde der Aufschlufi des bakteriellen Periplasmas 
mit EDTA-freiem Auf schluSpuf f er durchgef \ihrt . Als ein die 
aulSere Zellmembran destabilisierendes Agens wurde dem Puffer 
Polymyxin-B-sulf at (2 mg/ml, Sigma) zugegeben. Alle weiteren 
zur Reinigung eingesetzten Puffer waren ebenfalis EDTA-frei. 

Die mittels des Strep-tag II durch Af f initatschromatographie 
gereinigten Fusionsproteine wurden iiber Nacht gegen PBS -Puffer 
dialysiert. Die Ausbeuten der Fusionsproteine lagen zwischen 
100 und 200 [xg je 2 1 Kulturmedium. Die Reinheit der erhaltenen 
Fusionsproteine wurde durch SDS-Polyacrylamidgelektrophorese , 
entsprechend Beispiel 3, uberpruft und zu 90-95 % bestimmt. 
AnschlieSend wurden die Fusionsproteine zum direkten Nachweis 
von Konjugaten der Digoxigeningruppe mit verschiedenen 
Proteinen sowohl in einem Sandwich-ELISA als auch im Western- 
Blot verwendet . 

Wahrend die verwendet en Konjugate von Digoxigenin mit RNaseA 
und BSA entsprechend Beispiel 1 hergestellt wurden, wurde ein 
Konjugat - von Digoxigenin mit Ovalbumin (Sigma) hergestellt, 
indem 1,5 fimol (0,99 mg) DIG-NHS in 25 fil DMSO /U-weise und 
unter stetiger Durchmischung zu 300 nmol (13,5 mg) Ovalbumin in 
1,9 ml 5 % Natriumhydrogencarbonat gegeben wurden. Der Ansatz 
wurde unter Ruhren fur 1 h bei RT inkubiert . Uberschussiges 
Reagenz wurde uber eine PD-10 Gelf iltrat ionssaule nach den 
Angaben des Herstellers von dem Ovalbumin- Konjugat abgetrennt . 

Zum Nachweis von Digoxigeningruppen in einem Sandwich-ELISA 
wurden die Vertiefungen von jeweils zwei Spalten einer 
Mikrotiterplatte (ELISA-Strips , 2x8 Well mit hoher 
Bindekapazitat , F-Form, Greiner) mit je 100 jxl einer 100 /xg/ml- 
Losung des BSA-Digoxigenin-Konjugates bzw. des Ovalbumin- 
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Digoxigenin-Konjugates in PBS gefullt und iiber Nacht bei RT 
inkubiert. Als Kontrolle wurden die Vertiefungen einer funften 
Spalte der Mikrotiterplatte mit 100 /zl einer 100 /ig/ml Losung 
von nicht konjugiertem BSA (Sigma) in PBS befiillt und ebenfalls 
5 iiber Nacht bei RT inkubiert. Nach Entfernen der Losung wurden 
unbelegte Bindungsstellen mit 200 /il einer Losung von 2 % w/v 
BSA in PBST fur 2 h abgesattigt. Nach dreimaligem Waschen mit 
PBST wurde jeweils in die erste Vertiefung einer Reihe 50 /il 
einer 1 /iM Losung des gereinigten Fusionsproteins gefullt und 

10 die Tween-Konzentration durch Zugabe von 1 /il einer Losung von 
5 % v/v Tween auf 0,1 % v/v eingestellt. In den darauf f olgenden 
Vertiefungen jeder Reihe wurden zunachst 5 0 /il PBST vorgelegt. 
AnschlieSend wurde jeweils in die zweite Vertiefung 50 /zl des 
gereinigten Fusionsproteins pipettiert, gemischt und davon 

15 ausgehend in den weiteren Vertiefungen der Spalte schrittweise 
1:2 Verdiinnungen zubereitet . Nach 1 h Inkubation bei RT wurden 
die Vertiefungen zweimal mit PBST und zweimal mit PBS 
gewaschen. Der Nachweis der an die Digoxigeningruppen 
gebundenen Fusionsproteine erfolgte schlieSlich mittels der 

20 durch die Alkalische Phosphatase katalysierten Hydrolyse von p- 
Nitrophenylphosphat . Dazu wurden 100 /il einer Losung von 0,5 
mg/ml p-Nitrophenylphosphat (Amresco) in AP-Puffer (100 mM 
NaCl, 5 mM MgCl 2/ 100 mM Tris/HCl pH 8,8) in die Vertiefungen 
gefullt und die Produktbildung durch Messung der Absorption bei 

25 405 nm in einem SpectraMax 250-Photometer (Molecular Devices) 
verf olgt . 

Das Ergebnis dieser Messung ist in Figur 3 wiedergegeben. 
Dement sprechend wird die Digoxigeningruppe sowohl als Konjugat 

30 mit BSA wie auch als Konjugat mit Ovalbumin erkannt , was darauf 
schliefcen la&t, dafi die Bindung durch das Mutein DigA16 
kontextunabhangig erf olgt . Weiterhin sind beide Fusionsproteine 
sowohl hinsichtlich der Bindungsf unktion fur die 
Digoxigeningruppe als auch enzymatisch aktiv, und sie geben 

35 trotz ihres unterschiedlichen Aufbaus Anlafi zu nahezu 
identischen Signalen. 

Zur Verwendung der von den Vektoren pBBP27 und pBBP2 9 kodierten 
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Fusionsproteine im Western-Blot wurden 5 y.1 einer 
Proteinmischung in PBS, deren Konzentration an Digoxigenin-BSA- 
Konjugat, Digoxigenin-Ovalbumin-Konjugat und Digoxigenin- 
RNaseA-Konjugat gleichzeitig jeweils 100 /xg/ml betrug, sowie 5 
5 jil einer Proteinmischung in PBS , deren Konzentration an nicht- 
derivatisiertem BSA, Ovalbumin und RNaseA ebenfalls 
gleichzeitig jeweils 100 tig/ml betrug, zunachst durch SDS- 
Polyacrylamid-Gelelektrophorese auf getrennt . AnschlieSend wurde 
das Proteingemisch durch Elektrotransf er auf Nitrozellulose 

10 ubertragen (Blake et al . , Anal. Biochem. 136 (1984), 175-179). 
Die Membran wurde anschlie£end dreimal fur 5 min in, 10 ml PBST 
gewaschen und fur 1 h mit 10 ml einer 0,5 fiM Losung jeweils 
eines der beiden Fusionsproteine inkubiert . Danach wurde die 
Membran zweimal fur 5 min in 10 ml PBST und zweimal fur 5 min 

15 in 10 ml PBS gewaschen und schlieSlich fur 10 min in 10 ml AP- 
Puffer geschwenkt. Zur chromogenen Nachweisreaktion wurde die 
Membran in 10 ml AP-Puffer, dem 30 jil BCIP (50 /ig/ml in 
Dimethyl formamid) und 5 fil NBT (75 /ig/ml in 70 % v/v 
Dimethyl formamid) zugesetzt waren, inkubiert und auf diese 

20 Weise gebundenes Fusionsprotein nachgewiesen . 

Das Ergebnis dieses Nachweisverf ahrens ist in Figur 4 
wiedergegeben. Es zeigt sich wiederum, daS die Bindung der 
Digoxigeningruppe durch beide Fusionsproteine unabhangig vom 
25 Tragerprotein ist, und daS mit beiden Fusionsproteinen 

vergleichbare Signalintensitaten erzielt werden. Dieselben 
Tragerproteine fuhren zu keinerlei Signal, wenn sie nicht mit 
der Digoxigeningruppe konjugiert sind. 
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Pat ent anspruche 

1. Polypeptid, ausgewahlt aus Muteinen des Bilin- 
Bindungsproteins, dadurch gekennzeichnet, daS es 

(a) Digoxigenin oder Konjugate des Digoxigenins zu 
binden vermag, 

(b) Ouabain, Testosteron und 4 -Aminof luorescein nicht 
bindet und 

(c) an mindestens einer der Sequenzpositionen 28, 31, 
34, 35, 36, 37, 58, 60, 69, 88, 90, 95, 97, 114, 116, 125 und 
127 des Bilin-Bindungsproteins eine Aminosauresubstitution 
auf weist . 

2. Polypeptid nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
daJS die Dissoziationskonstante des Komplexes mit Digoxigenin 
100 nM oder kleiner ist . 

3. Polypeptid nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, da£ es mindestens eine der 
Aminosauresubstitutionen ausgewahlt aus Glu (28 ) - >Gln, Lys(31)-> 
Ala, Asn(34) ->Asp, Ser (35) - >His , Val (36) ->Ile, Glu (37 ) - >Thr , 
Asn (58) ->Arg, His (60) ->Ser , lie (69 ) - >Ser , Leu (88) ->Tyr , 

Tyr (90) ->Ile, Lys (95) ->Gln, Asn (97) - >Gly, Tyr ( 114 ) - >Phe , 

Lys (116) ->Ser, Gin (125) ->Met und Phe (127) - >Leu im Vergleich zum 

Bilin-Bindungsprotein tragt . 

4. Polypeptid nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 
dafi es die in SEQ ID NO. 15 dargestellte Aminosauresequenz 
aufweist . 

5. Polypeptid nach einem oder mehreren der Anspruche 1 
bis 4, dadurch gekennzeichnet, date es mindestens eine 
Markierungsgruppe, ausgewahlt aus Snzymmarkierung, radioaktiver 
Markierung, Fluoreszenzmarkierung , Chrpmophormarkierung, (Bio) - 
Lumineszenzmarkierung oder Markierung mit Haptenen, Biotin, 
Metallkomplexen, Metallen oder kolloidalem Gold, tragt. 

6. Fusionsproteine von Polypeptiden nach einem oder 
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mehreren der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 
daS ein Enzym, ein anderes Protein oder eine- Proteindomane , 
eine Signalsequenz und/oder ein Aff initatspeptid an den 
Aminoterminus des Polypeptids in operabler Weise fusioniert 
ist . 

7. Fusionsproteine von Polypeptiden nach einem oder 
mehreren der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dais ein 
Enzym, ein anderes Protein oder eine Proteindomane, eine 
Targeting- Sequenz und/oder ein Aff initatspeptid an den 
Carboxyterminus des Polypeptids in operabler Weise fusioniert 
ist . 

8. .Nukleinsaure , dadurch gekennzeichnet, daft sie eine 
fur ein Mutein oder ein Fusionsprotein eines Muteins des Biiin- 
Bindungsproteins nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 7 
kodierende Sequenz umfaSt. 

9. Nukleinsaure nach Anspruch 8, dadurch 
gekennzeichnet, daS sie die Nukleotidsequenz gernaS SEQ ID NO. 
15 oder eine andere das Polypeptid gemaS SEQ ID NO. 15 
codierende Nukleotidsequenz umfafit. 

10 . Verf ahren zur Gewinnung von Digoxigenin bindenden 
Muteinen des Bilin-Bindungsproteins , das die Schritte umf aSt : 

(a) das Bilin-Bindungsprotein an mindestens einer der 
Sequenzpositionen 28, 31, 34, 35, 36, 37, 58, 60, 69, 88, 90, 
95, 97, 114, 116, 125 und 127 einer Zuf allsmutagenese zu 
unterwerf en, 

(b) resultierende Muteine mit Bindungsaf f initat zur 
Digoxigeningruppe durch Selektion anzureichern und zu 
isolieren, 

(c) die in Schritt (b) erhaltenen Muteine an mindestens 
einer der Sequenzpositionen 28, 31, 34, 35, 36 und 37 einer 
erneuten Zuf allsmutagenese zu unterwerf en, und 

(d) die resultierenden Muteine wiederum durch Selektion 
anzureichern und zu isolieren. 
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11. Verfahren nach Anspruch 10, wobei in Schritt (b) 
die Selektion durch kompetitive Anreicherung durchgef iihrt wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, wobei freies 
Digoxigenin oder Digitoxigenin zur kompetitiven Anreicherung 
verwendet wird. 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 13, wobei 
die Anreicherung in Schritt (d) durch Kompiexbildung der 
Muteine mit der Digoxigeningruppe und anschlie£ender 
Dissoziation des Komplexes durchgefuhrt wird. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, wobei die Dissoziation 
des Komplexes aus Mutein und Digoxigeningruppe in saurem oder 
basischem Milieu durchgefuhrt wird. 

15. Verfahren zur Herstellung eines Muteins oder eines 
Fusionsproteins eines Muteins des Bilin-Bindungsproteins nach 
einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 7 oder zur Herstellung 
eines Muteins , das nach einem Verfahren gemaS einem oder 
mehreren der Anspriiche 10 bis 14 erhaltlich ist, dadurch 
gekennzeichnet , da£ die fur das Mutein oder das Fusionsprotein 
eines Muteins des Bilin-Bindungsproteins kodierende 
Nukleinsaure in einer bakteriellen oder eukaryontischen 
Wirtszelle zur Expression gebracht wird und das Polypeptid aus 
der Zelle oder dem Kulturiiber stand gewonnen wird. 

16. Verwendung eines Muteins oder eines Fusionsproteins 
eines Muteins des Bilin-Bindungsproteins nach einem oder 
mehreren der Anspriiche 1 bis 7 oder eines Muteins, das nach 
einem Verfahren gemaS einem oder mehreren der Anspriiche 10 bis 
14 erhaltlich ist, zur Bindung, zum Nachweis, zur Bestimmung, 
Immobilisierung oder zur Abtrennung von Digoxigenin oder von 
Konjugaten des Digoxigenins mit Proteinen, Nukleinsauren, 
Kohlenhydraten, anderen biologischen oder synthetischen 
Makromolekulen oder niedermolekularen chemischen Verbindungen. 

17. Verfahren zum Nachweis der Digoxigeningruppe, wobei 
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ein Mutein des Bilin-Bindungsproteins oder ein Fusionsprotein 
eines Muteins des Bilin-Bindungsproteins nach einem oder 
mehreren der Anspriiche 1 bis 7 oder ein Mutein, das nach einem 
Verfahren gemaS einem oder mehreren der Anspriiche 10 bis 14 
5 erhaltlich ist, mit Digoxigenin oder mit Konjugacen des 

Digoxigenins unter geeigneten Bedingungen, urn eine Bindung des 
Muteins an die Digoxigeningruppe zu bewirken, in Kontakt 
gebracht und das Mutein oder das Fusionsprotein des Muteins 
bestimmt wird. 



10 



WO 00/75308 



PCT/DE00/01873 



1/4 




Figur 1 



WO 00/75308 



PCT/DEOO/01873 



Xba\ 




Figur 2 



WO 00/75308 



PCT/DE00/01873 



3/4 


— 


-Dig-BSA/pBBP27 


A— 


Dig-Ova/pBBP27 


— B- 


-Dig-BSA/pBBP29 


— A- 


-Dig-Ova/pBBP29 


— e- 


-BSA/pBBP27 




Konzentration Fusionsprotein [p.M] 



Figur 3 



WO 00/75308 



4/4 



PCT/DE00/01873 





1 2 


3 4 


5 6 




83.0 kDa- 
62.0 kDa- 
47.5 kDa- 








- 97.4 kDa 
-66.2 kDa 

-45.0 kDa 


32.5 kDa - 
25.0 kDa - 








-31.0 kDa 


16.5 kDa- 








-21.5 kDa 
-14.4 kDa 


'6.5 kDa- 











Figur 4 



WO 00/75308 



1 



PCT/DE00/01873 



Sequenzprotokoll 

<110> Skerra, Arne, Prof. Dr. 

<120> Muteine des Bilin-Bindungsproteins 

<150> DE 199 26 068.0 
<151> 1999-06-08 

<160> 18 

<210> 1 

<2il> 1219 Basenpaare 

<212> DNA 

<213> kiinstliche Sequenz 
<220> 

<221> sig_peptide 

<222> (22) . . . (84) 

<220> 

<221> mat_peptide 
<222> (85) . . . (1209) 

<223> Fusionsprotein aus Bilin-Bindungsprotein, Strep-tag II und Fragment des 
Phagen-Hullproteins pill 

<220> 

<221> CDS 

<222> (85) . . . (606) 

<223> matures Bilin-Bindungsprotein 

<220> 

<221> CDS 

<222> (607) . . . (636) 

<223> Strep-tag II-Af f initatsanhangsel 

<220> 
<221> CDS 

<222> (637) . . . (639) 
<223> Amber Stop-Codon 

<220> 

<221> CDS 

<222> (640) . . . (1209) 

<223> Aminosauren 217-406 des Hiillproteins pill 
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<400> 1 



10 



50 



TCTAGTTAAC GAGGGCAAAA A ATG AAA AAG ACA GCT ATC GCG ATT 45 

Met Lys Lys Thr Ala lie Ala lie 
-21 -20 -15 

GCA GTG GCA CTG GCT-GGXJTTC GCT- ACC GTA GCG CAG GCC GAC GTG 90 
Ala Val Ala Leu Ala Gly Phe Ala Thr Val Ala Gin Ala Asp Val 
-10 -5 -1 1 

TAC CAC GAC GGT GCC TGT CCC GAA GTC AAG CCA GTC GAC AAC TTC 135 
Tyr His Asp Gly Ala Cys Pro Glu Val Lys Pro Val Asp Asn Phe 
5 10 15 



15 GAC TGG TCC CAG TAC CAT GGT AAA TGG TGG GAA GTC GCC AAA TAC 180 
Asp Trp Ser Gin Tyr His Gly Lys Trp Trp Glu Val Ala Lys Tyr 
20 25 30 

CCC AAC TCA GTT GAG AAG TAC GGA AAG TGC GGA TGG GCT GAG TAC 225 
20 Pro Asn Ser Val Glu Lys Tyr Gly Lys Cys Gly Trp Ala Glu Tyr 
35 40 45 

ACT CCT GAA GGC AAG AGT GTC AAA GTT TCG AAC TAC CAC GTA ATC 270 
Thr Pro Glu Gly Lys Ser Val Lys Val Ser Asn Tyr His Val lie 
25 50 55 60 

CAC GGC AAG GAA TAC TTT ATT GAA GGA ACT GCC TAC CCA GTT GGT 315 
His Gly Lys Glu Tyr Phe He Glu Gly Thr Ala Tyr Pro Val Gly 
65 70 75 

30 

GAC TCC AAG ATT GGA AAG ATC TAC CAC AGC CTG ACT TAC GGA GGT 3 60 
Asp Ser Lys He Gly Lys He Tyr His Ser Leu Thr Tyr Gly Gly 
80 85 90 

35 GTC ACC AAG GAG AAC GTA TTC AAC GTA CTC TCC ACT GAC AAC AAG 405 
Val Thr Lys Glu Asn Val Phe Asn Val Leu Ser Thr Asp Asn Lys 
95 100 105 

AAC TAC ATC ATC GGA TAC TAC TGC AAA TAC GAC GAG GAC AAG AAG 450 
4 0 Asn Tyr He He Gly Tyr Tyr Cys Lys Tyr Asp Glu Asp Lys Lys 
110 115 120 

GGA CAC CAA GAC TTC GTC TGG GTG CTC TCC AGA AGC ATG GTC CTT 495 
Gly His Gin Asp Phe Val Trp Val Leu Ser Arg Ser Met Val Leu 
45 125 130 135 

ACT GGT GAA GCC AAG ACC GCT GTC GAG AAC TAC CTT ATC GGC TCC 540 
Thr Gly Glu Ala Lys Thr Ala Val Glu Asn Tyr Leu He Gly Ser 
140 145 150 



CCA GTA GTC GAC TCC CAG AAA CTG GTA TAC AGT GAC TTC TCT GAA 585 
Pro Val Val Asp Ser Gin Lys Leu Val Tyr Ser Asp Phe Ser Glu 
155 160 165 



55 GCC GCC TGC AAG GTC AAC AAT AGC AAC TGG TCT CAC CCG CAG TTC 630 
Ala Ala Cys Lys Val Asn Asn Ser Asn Trp Ser His Pro Gin Phe 
170 175 180 

GAA AAA TAG GCT GGC GGC GGC TCT GGT GGT GGT TCT GGC GGC GGC 675 
60 Glu Lys Gin Ala Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly 
185 190 195 

TCT GAG GGT GGT GGC TCT GAG GGT GGC GGT TCT GAG GGT GGC GGC 720 
Ser Glu Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly 
65 200 205 210 
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TCT GAG GGA GGC GGT TCC GGT GGT GGC TCT GGT TCC GGT GAT TTT 7 65 
Ser Glu Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Ser Gly Asp Phe 
215 220 225 

GAT TAT GAA AAG ATG GCA AAC GCT AAT AAG GGG GCT ATG ACC GAA 810 
Asp Tyr Glu Lys Met Ala Asn Ala Asn Lys Gly Ala Met Thr Glu 
230 235 240 

AAT GCC GAT GAA AAC GCG CTA CAG TCT GAC GCT AAA GGC AAA CTT 855 
Asn Ala Asp Glu Asn Ala Leu Gin Ser Asp Ala Lys Gly Lys Leu 
245 250 255 

GAT TCT GTC GCT ACT GAT TAC GGT GCT GCT ATC GAT GGT TTC ATT 900 
Asp Ser Val Ala Thr Asp Tyr Gly Ala Ala lie Asp Gly Phe lie 
260 265 270 

GGT GAC GTT TCC GGC CTT GCT AAT GGT AAT GGT GCT ACT GGT GAT 945 
Gly Asp Val Ser Gly Leu Ala Asn Gly Asn Gly Ala Thr Gly Asp 
275 280 285 

TTT GCT GGC TCT AAT TCC CAA ATG GCT CAA GTC GGT GAC GGT GAT 990 
Phe Ala Gly Ser Asn Ser Gin Met Ala Gin Val Gly Asp Gly Asp 
290 295 300 

AAT TCA CCT TTA ATG AAT AAT TTC CGT CAA TAT TTA CCT TCC CTC 1035 
Asn Ser Pro Leu Met Asn Asn Phe Arg Gin Tyr Leu Pro Ser Leu 
305 310 315 

CCT CAA TCG GTT GAA TGT CGC CCT TTT GTC TTT GGC GCT GGT AAA 1080 
Pro Gin Ser Val Glu Cys Arg Pro Phe Val Phe Gly Ala Gly Lys 
320 325 330 

CCA TAT GAA TTT TCT ATT GAT TGT GAC AAA ATA AAC TTA TTC CGT 1125 
Pro Tyr Glu Phe Ser lie Asp Cys Asp Lys lie Asn Leu Phe Arg 
335 340 345 

GGT GTC TTT GCG TTT CTT TTA TAT GTT GCC ACC TTT ATG TAT GTA 1170 
Gly Val Phe Ala Phe Leu Leu Tyr Val Ala Thr Phe Met Tyr Val 
350 355 360 

TTT TCT ACG TTT GCT AAC ATA CTG CGT AAT AAG GAG TCT 1209 
Phe Ser Thr Phe Ala Asn He Leu Arg Asn Lys Glu Ser 
365 370 375 



TAATAAGCTT 



1219 



<210> 2 

<211> 64 Basen 
<212> DNA 

<213> kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Primer 
<400> 2 

CCATGGTAAA TGGTGGGAAG TCGCCAAATA CCCCNNKNMS NNSNNKAAGT 50 
ACGGAAAGTG CGGA 64 



<210> 3 
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<211> 71 Basen 
<212> DNA 

<213> kunstliche Sequenz 
<220> 

<222> Primer 
<400> 3 

GGGTAGGCGG TACCTTCSNN AAAGTATTCC TTGCCGTGGA TTACMNNGTA 50 
SNNCGAAACT TTGACACTCT T 71 

<210> 4 

<211> 74 Basen 
<212> DNA 

<213> kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Primer 
<400> 4 

CCAAGATTGG AAAGATCTAC CACAGCNNSA CTNNKGGAGG TNNSACCWS 50 
GAGNNKGTAT TCAACGTACT CTCC ( 74 

<210> 5' 

<211> 78 Basen 

<212> DNA 

<213> kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Primer 
<400> 5 

TCTGGAGAGC ACCCAGACMN NGTCSNNGTG TCCCTTCTTG TCCTCGTCGT 50 
ASNNGCAMNN GTATCCGATG ATGTAGTT 7 8 

<210> 6 

<211> 36 Basen 
-<212> DNA 

<213> kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Primer 
<400> 6 

CTTCGACTGG TCCCAGTACC ATGGTAAATG GTGGGA 3 6 
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<210> 7 

<211> 37 Basen 
<212> DNA 

<213> kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Primer 
<400> 7 

CACCAGTAAG GACCATGCTT CTGGAGAGCA CCCAGAC 37 
<210> 8 

<211> 46 Basen 
<212> DNA 

<213> kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> synthetischer Oligodesoxynukleotid 
<400> 8 

AGATCTTTCC AATCTTGGAG TCACCAACTG GGTAGGCGGT ACCTTC 4 6 
<210> 9 

<211> 793 Basenpaare 
<212> DNA 

<213> Fragment des Plasmids pBBP22 
<220> 

<221> sig_peptide 
<222> (22) . . . (84) 

<220> 

<221> mat_peptide 
<222> (85) . . . (783) 

<223> Fusionsprotein aus Bilin-Bindungsprotein, Strep-Tag II und Albumin- 
bindungsdomane 

<220> 

<221> CDS 

<222> (85) . . . (606) 

<223> matures Bilin-Bindungsprotein 
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<221> CDS 

<222> (607) . . . (636) 

<223> Strep-Tag II Af f initatsanhangsel 

<220> 
<221> CDS 

<222> (637) . . . (783) 

<223> Albumin- Bindungsdomane aus Protein G 
<400> 9 



TCTAGATAAC GAGGGCAAAA A ATG AAA AAG ACA GCT ATC GCG ATT 45 

Met Lys Lys Thr Ala lie Ala He . 
-21 -20 -15 

GCA GTG GCA CTG GCT GGT TTC GCT ACC GTA GCG CAG GCC GAC GTG 90 
Ala Val Ala Leu Ala Gly Phe Ala Thr Val Ala Gin Ala Asp Val 
-10 -5 -1 1 

TAC CAC GAC GGT GCC TGT CCC GAA GTC AAG CCA GTC GAC AAC TTC 135 
Tyr His Asp Gly Ala Cys Pro Glu Val Lys Pro Val Asp Asn Phe 
5 10 15 

GAC TGG TCC CAG TAC CAT GGT AAA TGG TGG GAA GTC GCC AAA TAC 180 
Asp Trp Ser Gin Tyr His Gly Lys Trp Trp Glu Val Ala Lys Tyr 
20 25 30 

CCC AAC TCA GTT GAG AAG TAC GGA AAG TGC GGA TGG GCT GAG TAC 225 
Pro Asn Ser Val Glu Lys Tyr Gly Lys Cys Gly Trp Ala Glu Tyr 
35 40 45 

ACT CCT GAA GGC AAG AGT GTC AAA GTT TCG AAC TAC CAC GTA ATC 270 
Thr Pro Glu Gly Lys Ser Val Lys Val Ser Asn Tyr His Val He 
50 55 60 

CAC GGC AAG GAA TAC TTT ATT GAA GGA ACT GCC TAC CCA GTT GGT 315 
His Gly Lys Glu Tyr Phe He Glu Gly Thr Ala Tyr Pro Val Gly 
65 70 75 

GAC TCC AAG ATT GGA AAG ATC TAC CAC AGC CTG ACT TAC GGA GGT 3 60 
Asp Ser Lys He Gly Lys He Tyr His Ser Leu Thr Tyr Gly Gly • 
80 85 90 

"GTC "ACC AAG GAG AAC GTA TTC AAC GTA CTC TCC ACT GAC AAC AAG 405 
Val Thr Lys Glu Asn Val Phe Asn Val Leu Ser Thr Asp Asn Lys 
95 - 100 105 

AAC TAC ATC ~ATC ~GGA TAC TAC TGC AAA TAC GAC GAG GAC AAG AAG 450 
Asn Tyr He lie Gly Tyr Tyr Cys Lys Tyr Asp Glu Asp Lys Lys 
JL10 115 120 

GGA CAC CAA GAC TTC GTC TGG GTG CTC TCC AGA AGC ATG GTC CTT 4 95 
Gly His Gin Asp Phe Val Trp Val Leu Ser Arg Ser Met Val Leu 
125 130 135 

ACT GGT GAA GCC AAG ACC GCT GTC GAG AAC TAC CTT ATC GGC TCC 540 
Thr Gly Glu Ala Lys Thr Ala Val Glu Asn Tyr Leu He Gly Ser 
140 145 150 

CCA GTA GTC GAC TCC CAG AAA CTG GTA TAC AGT GAC TTC TCT GAA 585 
Pro Val Val Asp Ser Gin Lys Leu Val Tyr Ser Asp Phe Ser Glu 
155 160 165 
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GCC GCC TGC AAG GTC AAC AAT AGC AAC TGG TCT CAC CCG CAG TTC 63 0 
Ala Ala Cys Lys Val Asn Asn Ser Asn Trp Ser His Pro Gin Phe 
170 175 180 

GAA AAA CCA GCT AGC CTG GCT GAA GCT AAA GTT CTG GCT AAC CGT 675 
Glu Lys Pro Ala Ser Leu Ala Glu Ala Lys Val Leu Ala Asn Arg 
185 190 195 

GAA CTG GAC AAA TAC GGT GTT TCC GAC TAC TAC AAA AAC CTC ATC 72 0 
Glu Leu Asp Lys Tyr Gly Val Ser Asp Tyr Tyr Lys Asn Leu He 
200 205 210 

AAC AAC GCT AAA ACC GTT GAA GGT GTT AAA GCT CTG ATC GAC GAA 765 
Asn Asn Ala Lys Thr Val Glu Gly Val Lys Ala Leu He Asp Glu 
215 220 225 

ATT CTC GCA GCA CTG CCG TAATAAGCTT 793 
He Leu Ala Ala Leu Pro 
230 

<210> 10 
<211> 17 Basen 
<212> DNA 

<213> kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Sequenzierprimer 
<400> 10 

GACGGTGCCT GTCCCGA 17 

<210> 11 
<211> 17 Basen 
<212> DMA 

<213> kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Sequenzierprimer 
<400> 11 

GACTACTGGG GAGCCGA 17 

<210> 12 

<211> 522 Basen 

<212> DNA 

<213> codierende Sequenz des Muteins DigA 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . - (522) 

<223> Mutein DigA ohne Fusionsanteile 
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<400> 12 



10 



GAC GTG TAC CAC GAC GGT GCC TGT CCC GAA GTC AAG CCA GTC GAC 45 

Asp Val Tyr Kis Asp Gly Ala Cys Pro Glu Val Lys Pro Val Asp 
15 10 15 

AAC TTC GAC TGG TCC CAG TAC CAT GGT AAA TGG TGG GAA GTC GCC 90 

Asn Phe Asp Trp Ser Gin Tyr His Gly Lys Trp Trp Glu Val Ala 
20 25 30 

AAA TAC CCC CAT CAC GAG CGG AAG TAC GGA AAG TGC GGA TGG GCT 135 

Lys Tyr Pro His His Glu Arg Lys Tyr Gly Lys Cys Gly Trp Ala 
35 40 45 

15 GAG TAC ACT CCT GAA GGC AAG AGT GTC AAA GTT TCG CGC TAC TCT 180 

Glu Tyr Thr Pro Glu Gly Lys Ser Val Lys Val Ser Arg Tyr Ser 
50 55 60 

GTA ATC CAC GGC AAG GAA TAC TTT TCC GAA GGT ACC GCC TAC CCA 225 

2 0 Val lie His Gly Lys Glu Tyr Phe Ser Glu Gly Thr Ala Tyr Pro 

65 70 75 

GTT GGT GAC TCC AAG ATT GGA AAG ATC TAC CAC AGC TAC ACT ATT 270 
Val Gly Asp Ser Lys lie Gly Lys lie Tyr His Ser Tyr Thr lie 
25 80 85 90 

GGA GGT GTG ACC CAG GAG GGT GTA TTC AAC GTA CTC TCC ACT GAC 315 
Gly Gly Val Thr Gin Glu Gly Val Phe Asn Val Leu Ser Thr Asp 
95 100 105 



30 



AAC AAG AAC TAC ATC ATC GGA TAC TTT TGC TCG TAC GAC GAG GAC 3 60 
Asn Lys Asn Tyr He He Gly Tyr Phe Cys Ser Tyr Asp Glu Asp 
110 115 120 

3 5 AAG AAG GGA CAC ATG GAC TTG GTC TGG GTG CTC TCC AGA AGC ATG 4 05 

Lys Lys Gly His Met Asp Leu Val Trp Val Leu Ser Arg Ser Met 
125 130 135 

GTC CTT ACT GGT GAA GCC AAG ACC GCT GTC GAG AAC TAC CTT ATC 450 

4 0 Val Leu Thr Gly Glu Ala Lys Thr Ala Val Glu Asn Tyr Leu He 

140 145 150 

GGC TCC CCA GTA GTC GAC TCC CAG AAA CTG GTA TAC AGT GAC TTC 495 
Gly Ser Pro Val Val Asp Ser Gin Lys Leu Val Tyr Ser Asp Phe 
45 155 160 165 

TCT GAA GCC GCC TGC AAG GTC AAC AAT 522 

- -S er.Jglu . Ala Ala Cys„L ys Val„A sn Asn 

170 * ' 

50 

<210> 13 
<211> 76 Basen 
<212> DNA 
55 <213=> kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Primer 



60 <400> 13 



CTGGTCCCAG TACCATGGTA AATGGTGGNN KGTCGCCNNK TACCCCNNKN 50 
NKNNKNNKAA GTACGGAAAG TGCGGA 7 6 
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<210> 14 

<211> 1219 Basenpaare 
<212> DNA 

<213> Fragment des Phasmids pBBP24 
<220> 

<221> sig_peptide 
<222> (22) . . . (84) 

<220> 

<221> mat_ peptide 
<222> (85) . . . £1209) 

<223> Fusionsprotein aus Bilin-Bindungsprotein, Strep-Tag II und Fragment des 
Phagen-Hullproteins pill, mit unterbrochenetn Leserahmen 

<220> 

<221> CDS 

<222> (85) . . . (606) 

<223> matures Bilin-Bindungsprotein mit unterbrochenem Leserahmen 

<220> 

<221> CDS 

<222> (607) . . . (636) 

<223> Strep-Tag II Af f initatsanhangsel 

<220> 
<221> CDS 

<222> (637) . . . (639) 
<223> Amber- St oppcodon 

<220> 

<221> CDS 

<222> (640) . . . (1209) 

<223> Aminosauren 217-406 des Hullproteins pill 



<400> 14 



TCTAGATAAC GAGGGCAAAA A ATG AAA AAG ACA GCT ATC 

Met Lys Lys Thr Ala lie 
-21 -20 



GCG ATT 
Ala He 
-15 



45 



GCA GTG GCA CTG GCT GGT TTC GCT ACC GTA GCG CAG 
Ala Val Ala Leu Ala Gly Phe Ala Thr Val Ala Gin 
-10 -5 



GCC GAC GTG 
Ala Asp Val 
-1 1 



90 



TAC CAC GAC GGT GCC TGT CCC GAA GTC AAG CCA GTC 
Tyr His Asp Gly Ala Cys Pro Glu Val Lys Pro Val 
5 10 



GAC AAC TTC 135 
Asp Asn Phe 
15 



GAC TGG TCC CAG TAC CAT GGT AAA TGG TGG GAA GTC 
Asp Trp Ser Gin Tyr His Gly Lys Trp Trp Glu Val 



GCC AAA TAC 180 
Ala Lys Tyr 



WO 00/75308 PCT/DEOO/01 873 

10 



10 



30 



50 



20 25 30 

CCC AAC TCA GTT GAG AAG TAC GGA AAT TAA TGA TGG GCT GAG TAC 225 
Pro Asn Ser Val Glu Lys Tyr Gly Asn Trp Ala Glu Tyr 

35 40 45 

ACT CCT GAA GGC AAG AGT GTC AAA GTT TCG AAC TAC CAC GTA ATC 270 
Thr Pro Glu Gly Lys Ser Val Lys Val Ser Asn Tyr His Val lie 
50 55 60 

CAC GGC AAG GAA TAC TTT ATT GAA GGA ACT GCC TAC CCA GTT GGT 315 
His Gly Lys Glu Tyr Phe He Glu Gly Thr Ala Tyr Pro Val Gly 
. 65 70 75 



15 GAC TCC AAG ATT GGA AAG ATC TAC CAC AGC CTG ACT TAC GGA GGT 3 60 
Asp Ser Lys He Gly Lys He Tyr His Ser Leu Thr Tyr Gly Gly 
80 85 90 

GTC AC C. AAG GAG AAC GTA TTC AAC GTA CTC TCC ACT GAC AAC AAG 405 
2 0 Val Thr Lys Glu Asn Val Phe Asn Val Leu Ser Thr Asp Asn Lys 
95 100 105 

AAC TAC ATC ATC GGA TAC TAC TGC AAA TAC GAC GAG GAC AAG AAG 450 
Asn Tyr He He Gly Tyr Tyr Cys Lys Tyr Asp Glu Asp Lys Lys 
25 110 115 120 

GGA CAC CAA GAC TTC GTC TGG GTG CTC TCC AGA AGC ATG GTC CTT 495 
Gly His Gin Asp Phe Val Trp Val Leu Ser Arg Ser Met Val Leu 
125 130 135 



ACT GGT GAA GCC AAG ACC GCT GTC GAG AAC TAC CTT ATC GGC TCC 540 
Thr Gly Glu Ala Lys Thr Ala Val Glu Asn Tyr Leu He Gly Ser 
140 145 150 



35 CCA GTA GTC GAC TCC CAG AAA CTG GTA TAC AGT GAC TTC TCT GAA 585 
Pro Val Val Asp Ser Gin Lys Leu Val Tyr Ser Asp Phe Ser Glu 
155 160 165 

GCC GCC TGC AAG GTC AAC AAT AGC AAC TGG TCT CAC CCG CAG TTC 63 0 
40 Ala Ala Cys Lys Val Asn Asn Ser Asn Trp Ser His Pro Gin Phe 
170 175 180 

GAA AAA TAG GCT GGC GGC GGC TCT GGT GGT GGT TCT GGC GGC GGC 675 
Glu Lys Gin Ala Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly 
45 185 190 195 

TCT GAG GGT GGT GGC TCT GAG GGT GGC GGT TCT GAG GGT GGC GGC 720 
Ser Glu Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly 
200 205 210 



TCT GAG GGA GGC GGT TCC GGT GGT GGC TCT GGT TCC GGT GAT TTT 765 
Ser Glu Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Ser Gly Asp Phe 
215 220 225 



55 GAT TAT GAA AAG ATG GCA AAC GCT AAT AAG GGG GCT ATG ACC GAA 810 

Asp Tyr Glu Lys Met Ala Asn Ala Asn Lys Gly Ala Met Thr Glu 
230 235 240 

AAT GCC GAT GAA AAC GCG CTA CAG TCT GAC GCT AAA GGC AAA CTT 855 

60 Asn Ala Asp Glu Asn Ala Leu Gin Ser Asd Ala Lys Gly Lys Leu 
245 250 255 

GAT TCT GTC GCT ACT GAT TAC GGT GCT GCT ATC GAT GGT TTC ATT 900 

Asp Ser Val Ala Thr Asp Tyr Gly Ala Ala He Asp Gly Phe He 
65 260 265 270 



GGT GAC GTT TCC GGC CTT GCT AAT GGT AAT GGT GCT ACT GGT GAT 94 5 
Gly Asp Val Ser Gly Leu Ala Asn Gly Asn Gly Ala Thr Gly Asp 
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275 280 285 

TTT GCT GGC TCT AAT TCC CAA ATG GCT CAA GTC GGT GAC GGT GAT 990 
Phe Ala Gly Ser Asn Ser Gin Met Ala Gin Val Gly Asp Gly Asp 
290 295 300 

AAT TCA CCT TTA ATG AAT AAT TTC CGT CAA TAT TTA CCT TCC CTC 103 5 
Asn Ser Pro Leu Met Asn Asn Phe Arg Gin Tyr Leu Pro Ser Leu 
305 310 315 

CCT CAA TCG GTT GAA TGT CGC CCT TTT GTC TTT GGC GCT GGT AAA 1080 
Pro Gin Ser Val Glu Cys Arg Pro Phe Val Phe Gly Ala Gly Lys 
320 325 330 

CCA TAT GAA TTT TCT ATT GAT TGT GAC AAA ATA AAC TTA TTC CGT 1125 
Pro Tyr Glu Phe Ser lie Asp Cys Aso Lys lie Asn Leu Phe Arg 
335 340 345 

GGT GTC TTT GCG TTT CTT TTA TAT GTT GCC ACC TTT ATG TAT GTA 1170 
Gly Val Phe Ala Phe Leu Leu Tyr Val Ala Thr Phe Met Tyr Val 
350 355 360 

TTT TCT ACG TTT GCT AAC ATA CTG CGT AAT AAG GAG TCT 1209 
Phe Ser Thr Phe Ala Asn lie Leu Arg Asn Lys Glu Ser 
365 370 375 

TAATAAGCTT 1219 



<210> 15 

<211> 522 Basenpaare 
<212> DNA 

<213> codierende Sequenz des Muteins DigA16 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . . (522) 

<223> Mutein DigA16 ohne Fusionsanteile 
<400> 15 



GAC GTG TAC CAC GAC GGT GCC TGT CCC GAA GTC AAG CCA GTC GAC 45 
Asp Val Tyr His Asp Gly Ala Cys Pro Glu Val Lys Pro Val Asp 
15 10 15 

AAC TTC GAC TGG TCC CAG TAC CAT GGT AAA TGG TGG CAG GTC GCC 90 
Asn Phe Asp Trp Ser Gin Tyr His Gly Lys Trp Trp Gin Val Ala 
20 25 30 

GCG TAC CCC GAT CAT ATT ACG AAG TAC GGA AAG TGC GGA TGG GCT 135 
Ala Tyr Pro Asp His lie Thr Lys Tyr Gly Lys Cys Gly Trp Ala 
35 40 45 

GAG TAC ACT CCT GAA GGC AAG AGT GTC AAA GTT TCG CGC TAC TCT 180 
Glu Tyr Thr Pro Glu Gly Lys Ser Val Lys Val Ser Arg Tyr Ser 
50 55 60 

GTA ATC CAC GGC AAG GAA TAC TTT TCC GAA GGT ACC GCC TAC CCA 225 
Val lie His Gly Lys Glu Tyr Phe Ser Glu Gly Thr Ala Tyr Pro 
65 70 75 
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GTT GGT GAC TCC AAG ATT GGA AAG ATC 
Val Gly Asp Ser Lys lie Gly Lys lie 
80 

GGA GGT GTG ACC CAG GAG GGT GTA TTC 
Gly Gly Val Thr Gin Glu Gly Val Phe 
95 

AAC AAG AAC TAC ATC ATC GGA TAC TTT 
Asn Lys Asn Tyr lie lie Gly Tyr Phe 
110 

AAG AAG GGA CAC ATG GAC TTG GTC TGG 
Lys Lys Gly His Met Asp Leu Val Trp 
125 

GTC CTT ACT GGT GAA GCC AAG ACC GCT 
Val Leu Thr Gly Glu Ala Lys Thr Ala 
140 - - 

GGC TCC CCA GTA GTC GAC TCC CAG AAA 
Gly Ser Pro Val Val Asp Ser Gin Lys 
155 

TCT GAA GCC GCC TGC AAG GTC AAC AAT 
Ser Glu Ala Ala Cys Lys Val Asn Asn 
170 



<210> 16 

<211> 1380 Basenpaare 

<212> DNA 

<213> Fragment des Plasmids PBBP21 



<220> 

<221> sig_peptide 
<222> (22) . . . (84) 



<220> 

<221> mat_peptide 

<222> (85) . . . (636) 

<223> Fusionsprotein aus Bilin-Bindungsprotein und Strep-Tag II 

<220> 

<221> sigjieptide 
<222> (658) . . . (717) 

<220> 

<221> mat_peptide 
<222> (718) . . . (1365) 
<223> DsbC-Protein 



<400> 16 

TCTAGATAAC GAGGGCAAAA A ATG AAA AAG ACA GCT ATC GCG ATT 45 

Met Lys Lys Thr Ala lie Ala He 



TAC 
Tyr 
8 5 



CAC AGC 
His Ser 



TAC ACT 
Tyr Thr 



ATT 270 
He 
90 



AAC 
Asn 
100 



GTA CTC 
Val Leu 



TCC ACT 
Ser Thr 



GAC 315 

Asp 

105 



TGC 
Cys 
115 



TCG TAC 
Ser Tyr 



GAC GAG 
Asp Glu 



GAC 360 

Asp 

120 



GTG 
Val 
130 



CTC TCC 
Leu Ser 



AGA AGC 
Arg Ser 



ATG 4 05 

Met 

135 



GTC 
Val 
145 



GAG AAC 
Glu Asn 



TAC CTT 
Tyr Leu 



ATC 450 

He 

150 



CTG 
Leu 
160 



GTA TAC 
Val Tyr 



AGT GAC 
Ser Asp 



TTC 4 95 

Phe 

165 



522 



WO 00/75308 PCT7DE0O/O1873 

13 



10 



-21 -20 -15 

GCA GTG GCA CTG GCT GGT TTC GCT ACC GTA GCG CAG GCC GAC GTG 90 
Ala Val Ala Leu Ala Gly Phe Ala Thr Val Ala Gin Ala Asp Val 
-10 -5 -1 1 

TAC CAC GAC GGT GCC TGT CCC GAA GTC AAG CCA GTC GAC AAC TTC 13 5 
Tyr His Asp Gly Ala Cys Pro Glu Val Lys Pro Val Asp Asn Phe 
5 10 15 

GAC TGG TCC CAG TAC CAT GGT AAA TGG TGG GAA GTC GCC AAA TAC 180 
Asp Trp Ser Gin Tyr His Gly Lys Trp Trp Glu Val Ala Lys Tyr 
20 25 30 



15 CCC AAC TCA GTT GAG AAG TAC GGA AAG TGC GGA TGG GCT GAG TAC 225 
Pro Asn Ser Val Glu Lys Tyr Gly Lys Cys Gly Trp Ala Glu Tyr 
35 40 45 

ACT CCT GAA GGC AAG AGT GTC AAA GTT TCG AAC TAC CAC GTA ATC 270 

2 0 Thr Pro Glu Gly Lys Ser Val Lys Val Ser Asn Tyr His Val lie 

50 55 60 

CAC GGC AAG GAA TAC TTT ATT GAA GGA ACT GCC TAC CCA GTT GGT 315 
His Gly Lys Glu Tyr Phe lie Glu Gly Thr Ala Tyr Pro Val Gly 
25 65 70 75 

GAC TCC AAG ATT GGA AAG ATC TAC CAC AGC CTG ACT TAC GGA GGT 3 60 
Asp Ser Lys lie Gly Lys lie Tyr His Ser Leu Thr Tyr Gly Gly 
80 85 90 

30 

GTC ACC AAG GAG AAC GTA TTC AAC GTA CTC TCC ACT GAC AAC AAG 4 05 
Val Thr Lys Glu Asn Val Phe Asn Val Leu Ser Thr Asp Asn Lys 
95 100 105 

3 5 AAC TAC ATC ATC GGA TAC TAC TGC AAA TAC GAC GAG GAC AAG AAG 450 

Asn Tyr lie lie Gly Tyr Tyr Cys Lys Tyr Asp Glu Asp Lys Lys 
110 115 120 

GGA CAC CAA GAC TTC GTC TGG GTG CTC TCC AGA AGC ATG GTC CTT 495 

4 0 Gly His Gin Asp Phe Val Tro Val Leu Ser Arg Ser Met Val Leu 

125 130 135 

ACT GGT GAA GCC AAG ACC GCT GTC GAG AAC TAC CTT ATC GGC TCC 540 
Thr Gly Glu Ala Lys Thr Ala Val Glu Asn Tyr Leu He Gly Ser 
45 140 145 150 

CCA GTA GTC GAC TCC CAG AAA CTG GTA TAC AGT GAC TTC TCT GAA 585 

Pro Val Val Asp Ser Gin Lys Leu Val Tyr Ser Asp Phe Ser Glu 
155 160 165 

50 

GCC GCC TGC AAG GTC AAC AAT AGC AAC TGG TCT CAC CCG CAG TTC 630 

Ala Ala Cys Lys Val Asn Asn Ser Asn Trp Ser His Pro Gin Phe 
170 175 180 

55 GAA AAA TAATAAGCTT CGGGAAGATT T ATG AAG AAA GGT TTT ATG 675 
Glu Lys Met Lys Lys Gly Phe Met 

-20 -15 

TTG TTT ACT TTG TTA GCG GCG TTT TCA GGC TTT GCT CAG GCT GAT 720 
60 Leu Phe Thr Leu Leu Ala Ala Phe Ser Gly Phe Ala Gin Ala Asp 

-10 -5 -1 1 

GAC GCG GCA ATT CAA CAA ACG TTA GCC AAA ATG GGC ATC AAA AGC 765 
Asp Ala Ala He Gin Gin Thr Leu Ala Lys Met Gly He Lys Ser 
65 5 10 15 



AGC GAT ATT CAG CCC GCG CCT GTA GCT GGC ATG AAG ACA GTT CTG 810 
Ser Asp He Gin Pro Ala Pro Val Ala Gly Met Lys Thr Val Leu 
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20 25 30 

ACT AAC AGC GGC GTG TTG TAC ATC ACC GAT GAT GGT AAA CAT ATC 855 
Thr Asn Ser Gly Val Leu Tyr lie Thr Asp Asp Gly Lys His lie 
35 40 45 

ATT CAG GGG CCA ATG TAT GAC GTT AGT GGC ACG GCT CCG GTC AAT 900 
He Gin Gly Pro Met Tyr Asp Val Ser Gly Thr Ala Pro Val Asn 
50 55 60 

GTC ACC AAT AAG ATG CTG TTA AAG CAG TTG AAT GCG CTT GAA AAA 945 
Val Thr Asn Lys Met Leu Leu Lys Gin Leu Asn Ala Leu Glu Lys 
65 70 75 

GAG ATG ATC GTT TAT AAA GCG CCG CAG GAA AAA CAC GTC ATC ACC 990 
Glu Met He Val Tyr Lys Ala Pro Gin Glu Lys His Val He Thr 
80 85 90 

GTG TTT ACT GAT ATT ACC TGT GGT TAC TGC CAC AAA CTG CAT GAG 103 5 
Val Phe Thr Asp He Thr Cys Gly Tyr Cys His Lys Leu His Glu 
95 100 105 

CAA ATG GCA GAC TAC AAC GCG CTG GGG ATC ACC GTG CGT TAT CTT 1080 
Gin Met Ala Asp Tyr Asn Ala Leu Gly He Thr Val Arg Tyr Leu 
110 115 120 

GCT TTC CCG CGC CAG GGG CTG GAC AGC GAT GCA GAG AAA GAA ATG 1125 
Ala Phe Pro Arg Gin Gly Leu Asp Ser Asp Ala Glu Lys Glu Met 
125 130 135 

AAA GCT ATC TGG TGT GCG AAA GAT AAA AAC AAA GCG TTT GAT GAT 1170 
Lys Ala He Trp Cys Ala Lys Asp Lys Asn Lys Ala Phe Asp Asp 
140 145 150 

GTG ATG GCA GGT AAA AGC GTC GCA CCA GCC AGT TGC GAC GTG GAT 1215 
Val Met Ala Gly Lys Ser Val Ala Pro Ala Ser Cys Asp Val Asp 
155 160 165 

ATT GCC GAC CAT TAC GCA CTT GGC GTC CAG CTT GGC GTT AGC GGT 1260 
He Ala Asp His Tyr Ala Leu Gly Val Gin Leu Gly Val Ser Gly 
170 175 180 

ACT CCG GCA GTT GTG CTG AGC AAT GGC ACA CTT GTT CCG GGT TAC 1305 
Thr Pro Ala Val Val Leu Ser Asn Gly Thr Leu Val Pro Gly Tyr 
185 190 195 

CAG CCG CCG AAA GAG ATG AAA GAA TTC CTC GAC GAA CAC CAA AAA 1350 
Gin Pro Pro Lys Glu Met Lys Glu Phe Leu Asp Glu His Gin Lys 
200 205 210 

ATG ACC AGC GGT AAA TAATTCGCGT AGCTT 13 80 

Met Thr Ser Gly Lys 
215 



<210> 17 

<211> 2009 Basenpaare 
<212> DNA 

<213> Fragment des Plasmids PBBP27 
<220> 

<221> sig_peptide 
<222> (23) . . . (85) 
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<220> 

<221> mat_peptide 
<222> (86) . . . (1999) 

<223> Fusionsprotein aus Alkalischer Phosphatase, Verbindungspeptid Pro-Pro- 
Ser-Ala, Mutein DigA16 und Strep-Tag II 

<220> 
<221> CDS 

<222> (86) . . . (1435) 

<223> maturer Teil der Alkalischen Phosphatase 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1436) . . . (1447) 

<223> Verbindungspeptid Pro -Pro -Ser -Ala 

<220> 
<221> CDS 

<222> (1448) . . . (1969) 
<223> Mutein DigA16 

<220> 
<221> CDS 

<222> (1970) . . . (1999) 

<223> Strep-Tag II-Af f initatsanhangsel 



<400> 



17 



TCTAGAACAT GGAGAAAATA AA GTG AAA CAA AGC ACT ATT GCA CTG 

Val Lys Gin Ser Thr lie Ala Leu 
-21 -20 -15 



46 



GCA CTC TTA CCG TTA CTG TTT ACC CCT GTG ACA AAA GCC CGG ACA 
Ala Leu Leu Pro Leu Leu Phe Thr Pro Val Thr Lys Ala Arg Thr 
-10 -5 -1 1 



91 



CCA GAA ATG CCT GTT CTG GAA AAC CGG GCT GCT CAG GGC GAT ATT 136 
Pro Glu Met Pro Val Leu Glu Asn Arg Ala Ala Gin Gly Asp lie 
5 10 15 



ACT GCA CCC GGC GGT GCT CGC CGT TTA ACG GGT GAT CAG ACT GCC 181 
Thr Ala Pro Gly Gly Ala Arg Arg Leu Thr Gly Asp Gin Thr Ala 
20 25 30 



GCT CTG CGT GAT ~ TCT CTT AGC GAT AAA CCT GCA AAA AAT ATT ATT 226 
Ala Leu Arg Asp Ser Leu Ser Asp Lys Pro Ala Lys Asn lie lie 
35 40 45 



TTG CTG ATT GGC GAT GGG ATG GGG GAC TCG GAA ATT ACT GCC GCA 271 
Leu Leu lie Gly Asp Gly Met Gly Asp Ser Glu lie Thr Ala Ala 
50 55 ~ 60 



CGT AAT TAT GCC GAA GGT GCG GGC GGC TTT TTT AAA GGT ATA GAT 316 
Arg Asn Tyr Ala Glu Gly Ala Gly Gly Phe Phe Lys Gly lie Asp 
65 70 75 
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GCC TTA CCG CTT ACC GGG CAA TAC ACT CAC TAT GCG CTG AAT AAA 3 61 
Ala Leu Pro Leu Thr Gly Gin Tyr Thr His Tyr Ala Leu Asn Lys 
~ - 80 85 90 

AAA ACC GGC AAA CCG GAC TAC GTC. ACC GAC TCG GCT GCA TCA GCA 406 
Lys Thr Gly Lys Pro Asp Tyr Val Thr Asp Ser Ala Ala Ser Ala 
95 100 105 

ACC GCC TGG TCA ACC GGT GTC AAA ACC TAT AAC GGC GCG CTG GGC 451 
Thr Ala Trp Ser Thr Gly Val Lys Thr Tyr Asn Gly Ala Leu Gly 
110 115 120 

GTC GAT ATT CAC GAA AAA GAT CAC CCA ACG ATT CTG GAA ATG GCA 496 
Val Asp lie His Glu Lys Asp His Pro Thr lie Leu Glu Met Ala 
125 130 135 

AAA GCC GCA GGT CTG GCG ACC GGT AAC GTT TCT ACC GCA GAG TTG 541 
Lys Ala Ala Gly Leu Ala Thr Gly Asn Val Ser Thr Ala Glu Leu 
140 145 150 

CAG GAT GCC ACG CCC GCT GCG CTG GTG GCA CAT GTG ACC TCG CGC 586 
Gin Asp Ala Thr Pro Ala Ala Leu Val Ala His Val Thr Ser Arg 
155 160 165 

AAA TGC TAC GGT CCG AGC GCG ACC AGT GAA AAA TGT CCG GGT AAC 631 
Lys Cys Tyr Gly Pro Ser Ala Thr Ser Glu Lys Cys Pro Gly Asn 
170 175 180 

GCT CTG GAA AAA GGC GGA AAA GGA TCG ATT ACC GAA CAG CTG CTT 676 
Ala Leu Glu Lys Gly Gly Lys Gly Ser lie Thr Glu Gin Leu Leu 
185 190 195 

AAC GCT CGT GCC GAC GTT ACG CTT GGC GGC GGC GCA AAA ACC TTT 721 
Asn Ala Arg Ala Asp Val Thr Leu Gly Gly Gly Ala Lys Thr Phe 
200 205 210 

GCT GAA ACG GCA ACC GCT GGT GAA TGG CAG GGA AAA ACG CTG CGT 766 
Ala Glu Thr Ala Thr Ala Gly Glu Trp Gin Gly Lys Thr Leu Arg 
215 220 225 

GAA CAG GCA CAG GCG CGT GGT TAT CAG TTG GTG AGC GAT GCT GCC 811 
Glu Gin Ala Gin Ala Arg Gly Tyr Gin Leu Val Ser Asp Ala Ala 
230 235 240 

TCA CTG AAT TCG GTG ACG GAA GCG AAT CAG CAA AAA CCC CTG CTT 856 
Ser Leu Asn Ser Val Thr Glu Ala Asn Gin Gin Lys Pro Leu Leu 
245 250 255 

GGC CTG TTT GCT GAC GGC AAT ATG CCA GTG CGC TGG CTA GGA CCG 901 
Gly Leu Phe Ala Asp Gly Asn Met Pro Val Arg Trp Leu Gly Pro 
260 265 270 

AAA GCA ACG TAC CAT GGC AAT ATC GAT AAG CCC GCA GTC ACC TGT 946 
Lys Ala Thr Tyr His Gly Asn lie Asp Lys Pro Ala Val Thr Cys 
275 280 285 

ACG CCA AAT CCG CAA CGT AAT GAC AGT GTA CCA ACC CTG GCG CAG 991 
Thr Pro Asn Pro Gin Arg Asn Asp Ser Val Pro Thr Leu Ala Gin 
290 295 300 

ATG ACC GAC AAA GCC ATT GAA TTG TTG AGT AAA AAT GAG AAA GGC 103 6 
Met Thr Aso Lys Ala He Glu Leu Leu Ser Lys Asn Glu Lys Gly 
305 310 315 



TTT TTC CTG CAA GTT GAA GGT GCG TCA ATC GAT AAA CAG GAT CAT 1081 
Phe Phe Leu Gin Val Glu Gly Ala Ser He Asp Lys Gin Asp His 
320 325 330 
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GCT GCG AAT 
Ala Ala Asn 
335 

5 GAA GCC GTA 
Glu Ala Val 
350 

ACG CTG GTC 
10 Thr Leu Val 
365 

GTT GCG CCG 
Val Ala Pro 
15 380 

ACC AAA GAT 
Thr Lys Asp 
395 

20 

GAG GAT TCA 
Glu Asp Ser 
410 

2 5 TAT GGC CCG 

Tyr Gly Pro 
425 

GAT CTC TTC 

3 0 Asp Leu Phe 

440 

AGC GCT GAC 
Ser Ala Asp 
35 455 

GTC GAC AAC 
Val Asp Asn 
470 

40 

GTC GCC GCG 
Val Ala Ala 
485 

4 5 TGG GCT GAG 

Trp Ala Glu 
500 

TAC TCT GTA 
50 Tyr Ser Val 
515 

TAC CCA GTT 
Tyr Pro Val 
55 530 

ACT ATT GGA 
Thr lie Gly 
545 

60 

ACT GAC AAC 
Thr Asp Asn 
560 

65 GAG GAC AAG 
Glu Asp Lys 
575 



CCT TGT GGG CAA 
Pro Cys Gly Gin 



CAA CGG GCG CTG 
Gin Arg Ala Leu 



ATA GTC ACC GCT 
He Val Thr Ala 



GAT ACC AAA GCT 
Asp Thr Lys Ala 



GGC GCA GTG ATG 
Gly Ala Val Met 



CAA GAA CAT ACC 
Gin Glu His Thr 



CAT GCC GCC AAT 
His Ala Ala Asn 



TAC ACC ATG AAA 
Tyr Thr Met Lys 



GTG TAC CAC GAC 
Val Tyr His Asp 



TTC GAC TGG TCC 
Phe Asp Trp Ser 



TAC CCC GAT CAT 
Tyr Pro Asp His 



TAC ACT CCT GAA 
Tyr Thr Pro Glu 



ATC CAC GGC AAG 
He His Gly Lys 



GGT GAC TCC AAG 
Gly Asp Ser Lys 



GGT GTG ACC CAG 
Gly Val Thr Gin 



AAG AAC TAC ATC 
Lys Asn Tyr He 



AAG GGA CAC ATG 
Lys Gly His Met 



ATT GGC GAG ACG GTC 
He Gly Glu Thr Val 
340 

GAA TTC GCT AAA AAG 
Glu Phe Ala Lys Lys 
355 

GAT CAC GCC CAC GCC 
Asd His Ala His Ala 
370 

CCG GGC CTC ACC CAG 
Pro Gly Leu Thr Gin 
385 

GTG ATG AGT TAC GGG 
Val Met Ser Tyr Gly 
400 

GGC AGT CAG TTG CGT 
Gly Ser Gin Leu Arg 
415 

GTT GTT GGA CTG ACC 
Val Val Gly Leu Thr 
430 

GCC GCT CTG GGG CTG 
Ala Ala Leu Gly Leu 
445 

GGT GCC TGT CCC GAA 
Gly Ala Cys Pro Glu 
460 

CAG TAC CAT GGT AAA 
Gin Tyr His Gly Lys 
475 

ATT ACG AAG TAC GGA 
He Thr Lys Tyr Gly 
490 

GGC AAG AGT GTC AAA 
Gly Lys Ser Val Lys 
505 

GAA TAC TTT TCC GAA 
Glu Tyr Phe Ser Glu 
520 

ATT GGA AAG ATC TAC 
He Gly Lys He Tyr 
535 

GAG GGT GTA TTC AAC 
Glu Gly Val Phe Asn 
550 

ATC GGA TAC TTT TGC 
He Gly Tyr Phe Cys 
565 

GAC TTG GTC TGG GTG 
Asp Leu Val Trp Val 
580 



GAT CTC GAT 112 6 
Asp Leu Asp 
345 

GAG GGT AAC 1171 
Glu Gly Asn 
360 

AGC CAG ATT 1216 
Ser Gin He 
375 

GCG CTA AAT 1261 
Ala Leu Asn 
390 

AAC TCC GAA 1306 
Asn Ser Glu 
405 

ATT GCG GCG 1351 
He Ala Ala 
420 

GAC CAG ACC 13 96 
Asp Gin Thr 
435 

AAA CCG CCT 1441 
Lys Pro Pro 
450 

GTC AAG CCA 14 86 
Val Lys Pro 
465 

TGG TGG CAG 1531 
Trp Trp Gin 
480 

AAG TGC GGA 157 6 
Lys Cys Gly 
495 

GTT TCG CGC 1621 
Val Ser Arg 
510 

GGT ACC GCC 1666 
Gly Thr Ala 
525 

CAC AGC TAC 1711 
His Ser Tyr 
540 

GTA CTC TCC 1756 
Val Leu Ser 
555 

TCG TAC GAC 1801 
Ser Tyr Asp 
570 

CTC TCC AGA 1846 
Leu Ser Arg 
585 
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AGC ATG GTC CTT ACT GGT GAA GCC AAG ACC GCT GTC GAG AAC TAC 1891 
Ser Met Val Leu Thr Gly Glu Ala Lys Thr Ala Val Glu Asn Tyr 
590 59S" 600 

5 CTT ATC GGC TCC CCA GTA GTC GAC TCC CAG AAA CTG GTA TAC AGT 1936 
Leu lie Gly Ser Pro Val Val Asp Ser Gin Lys Leu Val Tyr Ser 
605 610 615 

GAC TTC TCT GAA GCC GCC TGC AAG GTC AAC AAT AGC AAC TGG TCT 1981 
10 Asp Phe Ser Glu Ala Ala Cys Lys Val Asn Asn Ser Asn Trp Ser 
620 625 630 

CAC CCG CAG TTC GAA AAA TAATAAGCTT 2009 
His Pro Gin Phe Glu Lys 
15 635 

<210> IB 

<211> 2005 Basenpaare 
20 <212> DNA 

<213> Fragment des Plasmids PBBP29 

<220> 

<221> sig_peptid 
25 <222> (22) . . . (84) 

<220> 

<221> mat_peptide 
<222> (85) . . . (1998) 

3 0 <223> Fusionsprotein aus Mutein DigA16, Strep-Tag II, Verbindungspeptid 
Gly (5) und Alkalischer Phosphatase 

<220> 
<221> CDS 
35 <222> (85) . . . (606) 
<223> Mutein DigA16 

<220> 

■■-^22i7"cbsr r: * — -- - . 

40 <222> (607) . . . (636) 

__ <22 3>_Strep^Tag II Af f init atsa nhangsel 

<220> 
<221> CDS 
45 <222> (637) . . . (651) 

<223> Verbindungspeptid Gly-Gly-Gly-Gly-Gly 

<220> 
<221> CDS 
50 <222> (652) . . . (1998) 

<223> Alkali sche Phosphatase ohne Signalsequenz und N- terminales Arg 
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<400> 18 



TCTAGATAAC GAGGGCAAAA A ATG AAA AAG ACA GCT ATC GCG ATT 45 

Met Lys Lys Thr Ala He Ala He 
-21 -20 -15 

GCA GTG GCA CTG GCT GGT TTC GCT ACC GTA GCG CAG GCC GAC GTG 90 
Ala Val Ala Leu Ala Gly Phe Ala Thr Val Ala Gin Ala Asp Val 
-10 -5 -1 1 

TAC CAC GAC GGT GCC TGT CCC GAA GTC AAG CCA GTC GAC AAC TTC 135 
Tyr His Asp Gly Ala Cys Pro Glu Val Lys Pro Val Asp Asn Phe 
5 10 15 

GAC TGG TCC CAG TAC CAT GGT AAA TGG TGG CAG GTC GCC GCG TAC 180 
Asp Trp Ser Gin Tyr His Gly Lys Trp Trp Gin Val Ala Ala Tyr 
20 25 30 

CCC GAT CAT ATT ACG AAG TAC GGA AAG TGC GGA TGG GCT GAG TAC 225 
Pro Asp His He Thr Lys Tyr Gly Lys Cys Gly Trp Ala Glu Tyr 
35 40 45 

ACT CCT GAA GGC AAG AGT GTC AAA GTT TCG CGC TAC TCT GTA ATC 270 
Thr Pro Glu Gly Lys Ser Val Lys Val Ser Arg Tyr Ser Val He 
50 55 60 

CAC GGC AAG GAA TAC TTT TCC GAA GGT ACC GCC TAC CCA GTT GGT 315 
His Gly Lys Glu Tyr Phe Ser Glu Gly Thr Ala Tyr Pro Val Gly 
65 70 75 

GAC TCC AAG ATT GGA AAG ATC TAC CAC AGC TAC ACT ATT GGA GGT 360 
Asp Ser Lys lie Gly Lys He Tyr His Ser Tyr Thr He Gly Gly 
80 85 90 

GTG ACC CAG GAG GGT GTA TTC AAC GTA CTC TCC ACT GAC AAC AAG 40 5 
Val Thr Gin Glu Gly Val Phe Asn Val Leu Ser Thr Asp Asn Lys 
95 100 105 

AAC TAC ATC ATC GGA TAC TTT TGC TCG TAC GAC GAG GAC AAG AAG 450 
Asn Tyr He He Gly Tyr Phe Cys Ser Tyr Asp Glu Asp Lys Lys 
110 115 120 

GGA CAC ATG GAC TTG GTC TGG GTG CTC TCC AGA AGC ATG GTC CTT 4 95 
Gly His Met Asp Leu Val Trp Val Leu Ser Arg Ser Met Val Leu 
125 130 135 

ACT GGT GAA GCC AAG ACC GCT GTC GAG AAC TAC CTT ATC GGC TCC 54 0 
Thr Gly Glu Ala Lys Thr Ala Val Glu Asn Tyr Leu He Gly Ser 
140 145 150 

CCA GTA GTC GAC TCC CAG AAA CTG GTA TAC AGT GAC TTC TCT GAA 585 
Pro Val Val Asp Ser Gin Lys Leu Val Tyr Ser Asp Phe Ser Glu 
155 160 165 

GCC GCC TGC AAG GTC AAC AAT AGC AAC TGG TCT CAC CCG CAG TTC 630 
Ala Ala Cys Lys Val Asn Asn Ser Asn Trp Ser His Pro Gin Phe 
170 175 180 

GAA AAA GGT GGC GGC GGT GGT ACA CCA GAA ATG CCT GTT CTG GAA 675 
Glu Lys Gly Gly Gly Gly Gly Thr Pro Glu Met Pro Val Leu Glu 
185 190 195 

AAC CGG GCT GCT CAG GGC GAT ATT ACT GCA CCC GGC GGT GCT CGC 7 20 
Asn Arg Ala Ala Gin Gly Asp lie Thr Ala Pro Gly Gly Ala Arg 
200 205 210 



CGT TTA ACG GGT GAT CAG ACT GCC GCT CTG CGT GAT TCT CTT AGC 7 65 
Arg Leu Thr Gly Asp Gin Thr Ala Ala Leu Arg Asp Ser Leu Ser 
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215 

GAT AAA CCT 
Asp Lys Pro 
5 230 

GGG GAC TCG 
Gly Asp Ser 
245 

10 

GGC GGC TTT 
Gly Gly Phe 
260 

15 TAC ACT CAC 
Tyr Thr His 
275 

GTC ACC GAC 

2 0 Val Thr Asp 

290 

AAA ACC TAT 
Lys Thr Tyr 
25 305 

CAC CCA ACG 
His Pro Thr 
320 

30 

GGT AAC GTT 
Gly Asn Val 
335 

3 5 CTG GTG GCA 

Leu Val Ala 
350 

ACC AGT GAA 

4 0 Thr Ser Glu 

365 

GGA TCG ATT 
Gly Ser lie 
45 380 

CTT GGC GGC 
Leu Gly Gly 
395 

50 

GAA TGG CAG 
Glu Trp Gin 
410 

55 TAT CAG TTG 
Tyr Gin Leu 
425 

GCG AAT CAG 
60 Ala Asn Gin 
440 

ATG CCA GTG 
Met Pro Val 
65 455 



GCA AAA AAT ATT 
Ala Lys Asn lie 



GAA ATT ACT GCC 
Glu He Thr Ala 



TTT AAA GGT ATA 
Phe Lys Gly He 



TAT GCG CTG AAT 
Tyr Ala Leu Asn 



TCG GCT GCA TCA 
Ser Ala Ala Ser 



AAC GGC GCG CTG 
Asn Gly Ala Leu 



ATT CTG GAA ATG 
He Leu Glu Met 



TCT ACC GCA GAG 
Ser Thr Ala Glu 



CAT GTG ACC TCG 
His Val Thr Ser 



AAA TGT CCG GGT 
Lys Cys Pro Gly 



ACC GAA CAG CTG 
Thr Glu Gin Leu 



GGC GCA AAA ACC 
Gly Ala Lys Thr 



GGA AAA ACG CTG 
Gly Lys Thr Leu 



GTG AGC GAT GCT 
Val Ser Asp Ala 



CAA AAA CCC CTG 
Gin Lys Pro Leu 



CGC TGG CTA GGA 
Arg Trp Leu Gly 



220 

ATT TTG CTG ATT GGC 
He Leu Leu He Gly 
235 

GCA CGT AAT TAT GCC 
Ala Arg Asn Tyr Ala 
250 

GAT GCC TTA CCG CTT 
Asp Ala Leu Pro Leu 
265 

AAA AAA ACC GGC AAA 
Lys Lys Thr Gly Lys 
280 

GCA ACC GCC TGG TCA 
Ala Thr Ala Trp Ser 
295 

GGC GTC GAT ATT CAC 
Gly Val Aso He His 
310 

GCA AAA GCC GCA GGT 
Ala Lys Ala Ala Gly 
325 

TTG CAG GAT GCC ACG 
Leu Gin Aso Ala Thr 
340 

CGC AAA TGC TAC GGT 
Arg Lys Cvs Tyr Gly 
355 

AAC GCT CTG GAA AAA 
Asn Ala Leu Glu Lys 
370 

CTT AAC GCT CGT GCC 
Leu Asn Ala Arg Ala 
385 

TTT GCT GAA ACG GCA 
Phe Ala Glu Thr Ala 
400 

CGT GAA CAG GCA CAG 
Arg Glu Gin Ala Gin 
415 

GCC TCA CTG AAT TCG 
Ala Ser Leu Asn Ser 
430 

CTT GGC CTG TTT GCT 
Leu Gly Leu Phe Ala 
445 

CCG AAA GCA ACG TAC 
Pro Lys Ala Thr Tyr 
460 



225 

GAT GGG ATG 810 
Asp Gly Met 
240 

GAA GGT GCG 855 
Glu Gly Ala 
255 

ACC GGG CAA 900 
Thr Gly Gin 
270 

CCG GAC TAC 945 
Pro Asp Tyr 
285 

ACC GGT GTC 990 
Thr Gly Val 
300 

GAA AAA GAT 1035 
Glu Lys Asp 
315 

CTG GCG ACC 1080 
Leu Ala Thr 
330 

CCC GCT GCG 1125 
Pro Ala Ala 
345 

CCG AGC GCG 1170 
Pro Ser Ala 
360 

GGC GGA AAA 1215 
Gly Gly Lys 
375 

GAC GTT ACG 1260 
Asp Val Thr 
390 

ACC GCT GGT 1305 
Thr Ala Gly 
405 

GCG CGT GGT 1350 
Ala Arg Gly 
420 

GTG ACG GAA 13 95 
Val Thr Glu 
435 

GAC GGC AAT 1440 
Asp Gly Asn 
450 

CAT GGC AAT 1485 
His Gly Asn 
465 



ATC GAT AAG CCC GCA GTC ACC TGT ACG CCA AAT CCG CAA CGT AAT 1530 
He Asp Lys Pro Ala Val Thr Cys Thr Pro Asn Pro Gin Arg Asn 
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470 475 480 

GAC AGT GTA CCA ACC CTG GCG CAG ATG ACC GAC AAA GCC ATT GAA 1575 
Asp Ser val Pro Thr Leu Ala Gin Met Thr Asp Lys Ala lie Glu 
485 490 495 

TTG TTG AGT AAA AAT GAG AAA GGC TTT TTC CTG CAA GTT GAA GGT 1620 
Leu Leu Ser Lys Asn Glu Lys Gly Phe Phe Leu Gin Val Glu Gly 
500 505 510 

GCG TCA ATC GAT AAA CAG GAT CAT GCT GCG AAT CCT TGT GGG CAA 1665 
Ala Ser lie Asp Lys Gin Asp His Ala Ala Asn Pro Cys Gly Gin 
515 520 525 

ATT GGC GAG ACG GTC GAT CTC GAT GAA GCC GTA CAA CGG GCG CTG 1710 
He Gly Glu Thr Val Asp Lsu Asp Glu Ala Val Gin Arg Ala Leu 
530 535 540 

GAA TTC GCT AAA AAG GAG GGT AAC ACG CTG GTC ATA GTC ACC GCT 1755 
Glu Phe Ala Lys Lys Glu Gly Asn Thr Leu Val He Val Thr Ala 
545 550 555 

GAT CAC GCC CAC GCC AGC CAG ATT GTT GCG CCG GAT ACC AAA GCT 1800 
Asd His Ala His Ala Ser Gin He Val Ala Pro Asp Thr Lys Ala 
560 565 570 

CCG GGC CTC ACC CAG GCG CTA AAT ACC AAA GAT GGC GCA GTG ATG 1845 
Pro Gly Leu Thr Gin Ala Leu Asn Thr Lys Asp Gly Ala Val Met 
575 580 585 

GTG ATG AGT TAC GGG AAC TCC GAA GAG GAT TCA CAA GAA CAT ACC 1890 
Val Met Ser Tyr Gly Asn Ser Glu Glu Asp Ser Gin Glu His Thr 
590 595 600 

GGC AGT CAG TTG CGT ATT GCG GCG TAT GGC CCG CAT GCC GCC AAT 1935 
Gly Ser Gin Leu Arg He Ala Ala Tyr Gly Pro His Ala Ala Asn 
605 610 615 

GTT GTT GGA CTG ACC GAC CAG ACC GAT CTC TTC TAC ACC ATG AAA 1980 
Val Val Gly Leu Thr Asp Gin Thr Asp Leu Phe Tyr Thr Met Lys 
620 625 630 

GCC GCT CTG GGG CTG AAA TAAGCTT 2005 
Ala Ala Leu Gly Leu Lys 
635 
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